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Cílem diplomové práce koncipované jako srovnávací studie bylo studium regulace produk-
ce karotenoidÛ a ergosterolu u nûkolika druhÛ karotenogenních kvasinek. Kmeny byly vysta-
veny pÛsobení exogenních stresov˘ch faktorÛ vyvolan˘ch pﬁídavky NaCl a H2O2 rÛzn˘ch kon-
centrací do produkãních médií. Posléze byly zkoumány komplexní zmûny na úrovni metabolo-
mu (tj. v produkci pigmentÛ a ergosterolu), ale také zmûny na úrovni proteomu a genomu.
Anal˘za proteinov˘ch zmûn byla provedena metodami PAGE-SDS a 2D elektroforézou, pro
izolaci a následnou anal˘zu chromozomální DNA bylo vyuÏito pulzní gelové elektroforézy.
Do srovnávací studie bylo zaﬁazeno celkem ‰est kvasinkov˘ch kmenÛ; tﬁi patﬁící do rodu Rho-
dotorula a tﬁi zástupci rodu Sporobolomyces. Zatímco kvasinky Rhodotorula byly charakteris-
tické zv˘‰enou tvorbou biomasy a nûkter˘ch karotenoidÛ i pﬁi vystavení stresov˘m podmínkám,
kvasinky rodu Sporobolomyces se vyznaãovaly poklesem biomasy a rovnûÏ zv˘‰enou tvorbou
β-karotenu a ergosterolu. Nejvy‰‰í produkce β-karotenu byla zaznamenána u kvasinky Sporo-
bolomyces salmonicolor, kdy pﬁi vyuÏití solného stresu byl nárÛst zv˘‰en aÏ 4x oproti kontrol-
nímu vzorku a pﬁi pouÏití peroxidového stresu více neÏ 5x.
Bílkoviny vybran˘ch kvasinkov˘ch kmenÛ kultivovan˘ch za stresov˘ch podmínek byly izo-
lovány kombinací mechanické a chemické dezintegrace pomocí sklenûn˘ch kuliãek o prÛmûru
160 µm a dále s vyuÏitím hydroxidu sodného nebo dodecylsulfátu sodného. Metoda vyuÏívají-
cí hydroxid sodn˘ se jevila jako v˘hodnûj‰í. Pﬁi vizualizaci byly vyzkou‰eny také dvû metody
barvení polyakrylamidového gelu. Barvení vyuÏívající Coomassie Brilliant Blue vykazovalo
niÏ‰í citlivost, zatímco barvení stﬁíbrem umoÏÀovalo vizualizaci i hÛﬁe viditeln˘ch proteinov˘ch
frakcí. Zmûny proteomu v 1D gelech byly obtíÏnû hodnotitelné, proto byl proteom dvou vybra-
n˘ch kmenÛ (R. glutinis a R. rubra) podrobnû analyzován i pomocí 2D elektroforézy. 
Srovnávací anal˘za genomu karotenoidních kvasinek metodou PFGE prokázala pﬁítomnost
nejménû sedmi frakcí DNA. Tyto v˘sledky v‰ak nelze povaÏovat za definitivní a urãení pﬁesné
struktury genomu bude vyÏadovat dal‰í studium.
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ABSTRACT
The aim of this diploma thesis realized as a comparative study was the study of regulation of
carotenoid and ergosterol production in several carotenogenic yeast strains. Yeasts were expo-
sed to exogenous stress factors. Salt stress and oxidative stress (hydrogen peroxide) were rea-
ched by addition of NaCl and hydrogen peroxide into production media. Complex changes on
metabolome (e.g. pigment and ergosterol production, RP-HPLC), proteome and genome were
followed. Proteome changes were analyzed by PAGE-SDS and 2D electrophoresis. To isolati-
on and analysis of chromosome DNA pulsed field gel electrophoresis (PFGE) was used.
Six yeast strains were enrolled into the comparative study; three strains of the genus Rhodo-
torula and three strains of the genus Sporobolomyces. While yeasts Rhodotorula sp. were cha-
racterized by enhanced biomass as well as carotenoid production in normal and stress conditi-
ons, production of biomass by Sporobolomyces sp. was substantially lower. Carotenoid pro-
duction in Sporobolomyces sp. was higher than in Rhodotorula sp.; the highest increase of was
beta-carotene production was observed in Sporobolomyces salmonicolor cells stressed by salt
(4x higher than in control) or peroxide (5x higher).
Proteins were isolated from yeast cells by combination of mechanical and chemical disrup-
tion by glass beads and NaOH or SDS. Better yields were obtained by NaOH. Two staining met-
hods were tested in PAGE-SDS protein analysis. Coomassie Brilliant Blue staining exhibited
lower sensitivity, silver staining led to better visualisation of minor protein fractions too. 1D pro-
tein profiles was difficult to evaluate, therefore, 2D electrophoresis of selected strains (R. glu-
tinis, R. rubra) was done.
In yeast genome analysis by PFGE at minimum 7 DNA fractions were observed. These results
probably are not final, further study will be needed for detailed characterization of red yeast
genome.
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Karotenoidy jsou pﬁirozenû se vyskytující pigmenty produkované bakteriemi, kvasinkami,
vláknit˘mi houbami, ﬁasami i rostlinami. Jsou charakteristické Ïlut˘m, oranÏov˘m aÏ ãerven˘m
zbarvením. SlouÏí jako metabolické prekurzory vitaminÛ a hormonÛ. Plní také funkci aktivních
sloÏek fotosyntetického aparátu a pro své antioxidaãní vlastnosti na‰ly uplatnûní ve farmacii,
chemickém, potravináﬁském i krmiváﬁském prÛmyslu. Byl prokázán jejich ochrann˘ úãinek pro-
ti rozvoji celé ﬁady degenerativních onemocnûní, jako je rakovina, diabetes, ateroskleróza nebo
Alzheimerova choroba. PouÏívají se jako potravináﬁská barviva, potravinové doplÀky nebo jako
souãást kosmetick˘ch v˘robkÛ.
âervené kvasinky, které se vyznaãují schopností akumulovat karotenoidy, se zaﬁazují do tﬁídy
Basidiomycetes, mezi které patﬁí napﬁ. rody Rhodotorula ãi Sporobolomyces. Pro svÛj snadn˘
rÛst a manipulaci v laboratorních podmínkách se komerãnû vyuÏívají k produkci nejen β-karo-
tenu, ale také pigmentu astaxantinu a dal‰ím.
Odhaduje se, Ïe dosud bylo podrobnû prostudováno pouze asi 1% zástupcÛ rodu Basidio-
mycetes, ostatní druhy stále pﬁedstavují obrovské mnoÏství zatím neprobádan˘ch producentÛ
rÛzn˘ch druhÛ karotenoidÛ.
Vzhledem k problémÛm spojen˘m s chemickou syntézou karotenoidÛ, izolací z rostlinn˘ch
tkání a mikroorganismÛ, jsou v souãasné dobû studovány moÏnosti cíleného ovlivnûní produk-
ce karotenoidÛ pomocí genového inÏen˘rství. Dal‰í moÏné postupy, jimiÏ lze docílit zv˘‰ené
produkce karotenoidÛ, zahrnují modifikaci kultivaãních podmínek, zmûny sloÏení Ïivného média
a pÛsobení vhodn˘ch vnûj‰ích faktorÛ.
PﬁedloÏená diplomová práce si klade za cíl pﬁispût k poznatkÛm o fyziologii vybran˘ch prÛ-
myslovû vyuÏiteln˘ch karotenoidních kmenÛ kvasinek a studovat úãinky nûkter˘ch exogenních
stresov˘ch faktorÛ na rÛst tûchto mikroorganismÛ, metabolickou aktivitu a produkci vybran˘ch
prÛmyslovû v˘znamn˘ch metabolitÛ – karotenoidÛ a ergosterolu. Dále byla vûnována pozornost












Karotenoidy jsou pigmenty zodpovûdné za Ïluté, oranÏové, ãervené a purpurové zbarvení
rostlin a mikroorganismÛ. Mají antioxidaãní, imunologické, antikarcinogenní vlastnosti a pou-
Ïívají se jako barvicí ãinidla. Na‰ly uplatnûní v medicínû, farmacii, kosmetice, chemii a potra-
vináﬁském prÛmyslu. Produkují je napﬁ. bakterie rodÛ Flavobacterium a Micrococcus, ﬁasy Duna-
liella a Haematococcus, plísnû Blakeslea trispora a kvasinky rodÛ Phaffia, Rhodotorula a Spo-
robolomyces. Komerãní produkce karotenoidÛ pomocí bakterií vzrÛstá z dÛvodu snadné
manipulace s mikroorganismy [1].
Obr. 1: Struktura vybran˘ch karotenoidÛ
2.1.1. Struktura karotenoidÛ
Vût‰ina karotenoidÛ vyskytujících se v pﬁírodû je ﬁazena mezi tetraterpeny, coÏ znamená, Ïe
obsahují celkem 40 uhlíkÛ sloÏen˘ch v 8 izoprenoidních jednotek. Barevnost je zpÛsobena poly-
enovou strukturou, dvojné vazby zaujímají konfiguraci trans. Vzhledem k tomu, Ïe trans kon-
figurace pﬁevládá témûﬁ u v‰ech pﬁítomn˘ch dvojn˘ch vazeb v molekule, oznaãuje se karoteno-
vá konfigurace jako „all-trans“ [2].
Karotenoidy lze dûlit napﬁ.:
a) podle struktury (obr. 1)
• karotenoidy acyklické (lykopen, fytoen, fytofluen)
• karotenoidy monocyklické (torulen, torularhodin, β-zeakaroten, γ-karoten)
• karotenoidy bicyklické (β-karoten, α-karoten, δ-karoten)
b) podle obsahu kyslíku
• karoteny – anoxygenní souãeniny
• karotenoidní alkoholy – oxygenní slouãeniny (epoxidy, xantofyly, ketony a kyseliny)
2.1.2. Vlastnosti karotenoidÛ
Karotenoidy jsou lipofilní, coÏ znamená, Ïe nejsou rozpustné ve vodû, ale v tucích, olejích
a organick˘ch rozpou‰tûdlech. Nerozpustnost ve vodû také zpÛsobuje, Ïe karotenoidy neopou-
‰tûjí buÀku, ale hromadí se na vnitﬁní stranû cytoplazmatické membrány [3, 4]. Zabarvení karo-
tenoidÛ od Ïluté po rÛzné odstíny ãervené je zpÛsobeno polyenovou strukturou molekul, jíÏ se
vyuÏívá pﬁi spektrální anal˘ze karotenoidÛ v rozmezí vlnov˘ch délek 430-480 nm [12].
Jsou pomûrnû odolné proti bûÏn˘m vlivÛm, jako je zmûna pH nebo úãinek redukãních ãini-
del. V dÛsledku pﬁítomnosti velkého poãtu dvojn˘ch vazeb jsou velmi snadno oxidovatelné a pro-
to vykazují antioxidaãní vlastnosti. Vystavení úãinkÛm svûtla zpÛsobí jejich rozklad [2, 4].
2.2. Karotenogenní kvasinkové kmeny
âervené kvasinky, vyznaãující se akumulací karotenoidÛ, patﬁí do tﬁídy Basidiomycetes. Její-
mi zástupci jsou napﬁíklad rody Phaffia (= Xanthophyllomonas), Rhodotorula a Sporobolomy-
ces. VyuÏívají se k syntéze více jak 600 druhÛ karotenoidÛ. Hlavními pigmenty, které tvoﬁí, jsou
β-karoten, γ-karoten, astaxanthin, torulen a torularhodin, jenÏ zpÛsobují charakteristické zabar-
vení kultur Ïlutû, oranÏovû aÏ tmavû ãervenû [5, 6].
2.2.1. âeleì Rhodotorulacea
Do ãeledi Rhodotorulacea náleÏí rody Rhodotorula, Rhodosporidium a Cystofilobasidium,
mezi které patﬁí druhy Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Rhodotorula aurantiaca a dal-
‰í. Tyto kvasinky nejsou nároãné na kultivace. RozmnoÏují se také v pÛdách, které neobsahují
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zdroje dusíku. Lze je izolovat z pÛdy, sladké i slané vody, z povrchu rostlin a mnoha Ïivoãi‰-
n˘ch orgánÛ [3].
2.2.2. Rod Rhodotorula
V‰echny druhy rodu Rhodotorula jsou lipidotvorné, coÏ znamená, Ïe dokáÏí v buÀkách hro-
madit tuk, a to za urãit˘ch podmínek dokonce i v nadmûrném mnoÏství. Jsou to ubikvitní kva-
sinky roz‰íﬁené po celém svûtû [3, 7].
2.2.2.1. Morfologie
Kvasinky rodu Rhodotorula se vyznaãují tvorbou pigmentÛ, které chrání buÀku pﬁed po‰ko-
zením, jeÏ by zpÛsobilo dopadající svûtlo rÛzn˘ch vlnov˘ch délek. Barvy tûchto kolonií mohou
b˘t krémové, oranÏové, ãervené, rÛÏové nebo Ïluté, finální zbarvení závisí na sloÏení Ïivného
média [7].
BuÀky kvasinek Rhodotorula jsou malé a kulovité s rozmûry (2,5-5) x (6-13) µm, nebo mohou
b˘t protáhlé aÏ do 16 µm. Jejich povrch je hladk˘, leskl˘, slizovit˘ i tûstovit˘. Okraj kolonií
b˘vá ucelen˘, pouze v ojedinûl˘ch pﬁípadech mÛÏe b˘t pﬁítomno primitivní pseudomycelium.
V kapalném prostﬁedí mohou tvoﬁit prstenec ãi sediment [3, 7].
Obr. 2: KﬁíÏov˘ roztûr kvasinky Rhodotorula glutinis
2.2.2.2. RozmnoÏování
Rhodotorula se mÛÏe rozmnoÏovat vegetativnû puãením nebo pohlavnû. Pﬁi pohlavním roz-
mnoÏování se stﬁídají fáze Ïivotního cyklu o jiné morfologii. Po konjugaci haploidních bunûk
a vzniku zygoty zapoãne jedna z haploidních bunûk klíãit do mycelia se dvûma jádry. Toto dika-
ryotické mycelium je drsné, suché, hnûdé aÏ ãerné. Tmavé zbarvení je zpÛsobeno tvorbou mela-
ninu. Haploidní stádium je naopak ãervené, slizovité, mûkké a ‰Èavnaté [3].
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2.2.2.3. Fyziologie
Kvasinky rodu Rhodotorula se vyznaãují striktnû aerobním metabolismem. Nemají kvasné
schopnosti. Pomocí vyvinutého pentózového cyklu jsou schopné vyuÏívat glukózu. Byly pro-
kázány i schopnosti nûkter˘ch kmenÛ ‰tûpit benzen. K produkci karotenoidÛ vyuÏívají kyslík
a svûtlo, jehoÏ akceptorem je flavin ãi flavoprotein, jenÏ je schopn˘ fotooxidace. JelikoÏ nejsou
karotenoidy rozpustné ve vodû, ale jsou rozpustné v tucích, nedochází k jejich difúzi do pro-
stﬁedí. Lokalizují se z vnitﬁní strany cytoplazmatické membrány. V prostﬁedí s nízk˘m obsahem
dusíku hromadí v buÀkách znaãné mnoÏství tuku (aÏ 60% su‰iny). Nûkteré kmeny mohou b˘t
za urãit˘ch podmínek patogenní [3, 9].
2.2.3. âeleì Sporobolomyces
Mezi Sporobolomyces jsou zaﬁazovány karotenoidní kvasinky, jenÏ se vyznaãují tvorbou
balistospory. Jedná se o exospory, které jsou vytváﬁeny vnû sporotvorn˘ch bunûk a v dobû zra-
losti jsou odmr‰tûny do okolí. Patﬁí sem rody Sporidiobolus (telemorfní) a Sporobolomyces (ana-
morfní). B˘vají ãast˘mi kontaminanty potravin, rostlinného materiálu a ve vinaﬁsk˘ch zaﬁíze-
ních. Vyskytují se také na stûnách a velmi ãasto doprovází rod Cladosporium [3, 9].
Nejznámûj‰ími zástupci jsou Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces shibatanus
a Sporobolomyces roseus.
2.2.3.1. Morfologie
Vegetativní buÀky jsou elipsoidního tvaru aÏ silnû protáhlé o rozmûrech (2-12) x (3-35) µm.
Jsou jednotlivé ãi v párech s moÏností tvorby neprav˘ch hyf. Tak jako Rhodotorula téÏ tvoﬁí
kolonie rÛzného zbarvení dle sloÏení Ïivného média. V kapalném médiu lze vysledovat kuãe-
ravou koÏku. Na rozdíl od rodu Rhodotorula tvoﬁí v‰ak kolonie drsné, ploché, s balistosporami,
jenÏ zpÛsobují, Ïe se povrch jeví jako pomouãen˘ [3].
Obr. 3: KﬁíÏov˘ roztûr kvasinky Sporobolomyces shibatanus
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2.2.3.2. RozmnoÏování
Kvasinky rodu Sporobolomyces se mohou rozmnoÏovat vegetativnû tvorbou balistokonidií,
ty jsou elipsoidního tvaru a nebo pohlavnû. Pﬁi pohlavním rozmnoÏování dochází ke konjugaci
bunûk a tvorbû zygoty. Jedna buÀka zygoty poté puãí na dikaryotické mycelium podobnû jako
u rodu Rhodotorula [3].
2.2.3.3. Fyziologie
Druh Sporobolomyces tak jako Rhodotorula se vyznaãuje striktnû aerobním metabolismem
bez kvasn˘ch schopností. Obsahuje vnitrobunûãné karotenoidy, které zbarvují jednotlivé buÀ-
ky i celé kolonie Ïlutû, oranÏovû aÏ sytû ãervenû. Karotenoidní pigmenty slouÏí jako ochrana
pﬁed úãinky ultrafialové sloÏky sluneãního záﬁení. Vyskytuje se velmi ãasto na listí stromÛ i jin˘ch
rostlinách, odkud se ‰íﬁí do stojat˘ch i tekoucích vod [9].
2.3. Kultivace a rÛst mikroorganismÛ
Za laboratorních podmínek jsou mikroorganismy kultivovány na Ïivn˘ch médiích, která by
se mûla co nejvíce podobat pﬁirozen˘m podmínkám daného mikroorganismu a jejichÏ volba
závisí na druhu mikroorganismu. Podmínkou úspû‰né kultivace je nejen dodávka v‰ech potﬁeb-
n˘ch Ïivin, ale také dostateãná vlhkost, optimální teplota i pH, aerobní popﬁípadû anaerobní pod-
mínky [10].
Mikroorganismy budou rÛst a mnoÏit se do té doby, dokud budou mít zaji‰tûn˘ dostateãn˘
pﬁísun Ïivin, vhodn˘ parciální tlak kyslíku, vhodné pH a teplotu. Limitace rÛstu a rozmnoÏová-
ní bude zpÛsobená hromadûním odpadních látek, které buÀky transportují do vnûj‰ího prostﬁe-
dí, a s tím spojen˘m úbytkem Ïivin [11].
Kultivace se podle zpÛsobu provedení dûlí na:
• povrchovou (emerzní), pﬁi které jsou mikroorganismy pûstovány na povrchu média, kte-
ré je pevné nebo kapalné,
• hloubkovou (submerzní), pﬁi které jsou mikroorganismy kultivovány uvnitﬁ média [12].
2.3.1. RÛstová kﬁivka
Ke grafickému znázornûní nárÛstu kultury se vyuÏívá rÛstová kﬁivka. Ta je charakteristická
následujícími fázemi:
• adaptaãní – lag fáze (I)
• fáze zrychleného rÛstu (II)
• fáze exponenciální (III)
• fáze zpomaleného rÛstu (IV)
• fáze stacionární (V)
• fáze odumírání mikroorganismÛ (VI + VII)
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Obr. 4: RÛstová kﬁivka [12]
Adaptaãní – lag fáze: vyskytuje se pﬁi zahájení kultivace, kdy je‰tû nedochází k rÛstu kul-
tury, pouze k adaptaci na nové podmínky. Z prÛmyslového hlediska je neÏádoucí.
Fáze zrychleného rÛstu: b˘vá zahrnována do exponenciální fáze, ov‰em rychlost mnoÏení
je zde niÏ‰í.
Exponenciální fáze: dÛleÏitá je pro tvorbu primárních metabolitÛ za pﬁedpokladu dostatku
Ïivin. Koncentrace substrátu se sniÏuje pﬁemûnou na produkt, ãást se ho prod˘chá. Ke kon-
ci této fáze je rychlost rÛstu kultury maximální.
Fáze zpomaleného rÛstu: kdy v dÛsledku nahromadûní inhibiãních metabolitÛ a postupn˘m
spotﬁebováním Ïivin dochází ke zpomalení rychlosti rÛstu.
Stacionární fáze: charakteristická pro tvorbu sekundárních metabolitÛ, rychlost rÛstu je nulo-
vá.
Fáze odumírání mikroorganismÛ: dochází k odumírání mikroorganismÛ a sníÏení intenzi-
ty metabolismu [9, 12].
2.3.2. Stanovení narostlé biomasy
Stanovení narostlé biomasy slouÏí k posouzení kinetiky rÛstu, ke stanovení specifick˘ch rych-
lostí rÛstu a mnoÏení v rÛzn˘ch fázích v˘voje mikroorganismÛ, k bilancím fermentaãních pro-
cesÛ a také pro pﬁedstavu o potenciální kontaminaci kultury [13].
2.3.2.1. Stanovení su‰iny gravimetricky
Stanovení su‰iny (bunûãné hmoty) bunûk mikroorganismÛ se nejvíce vyuÏívá pﬁi bioche-
mick˘ch pracích a pﬁi konstrukcích rÛstov˘ch kﬁivek. Spolehliv˘ch v˘sledkÛ lze dosáhnout po-
uÏitím ãir˘ch pÛd, na kter˘ch rostou kultury analyzovan˘ch mikroorganismÛ. U pÛd s pevn˘mi
ãásticemi nebo sraÏeninami je nutné pro zji‰tûní obsahu su‰iny odeãíst hmotnost pevn˘ch ãás-
tic nezaoãkované pÛdy od hodnot suché hmotnosti vzorku s mikroorganismy, jenÏ byl vysu‰en









2.3.2.2. Turbidimetrické stanovení biomasy
Turbidimetrické stanovení zákalu je zaloÏeno na rozptylu svûtla drobn˘mi ãásticemi sus-
pendovan˘mi v kapalinû. ZpÛsob rozptylu se mûní pro rÛzné vlnové délky a závisí nejen na
optick˘ch vlastnostech kapaliny a suspendovan˘ch ãástic, ale také na velikosti a tvaru tûchto
ãástic.
Pro samotné mûﬁení je nejprve nutné sestavit kalibraãní kﬁivku získanou stanovením obsahu
bunûk napﬁ. pomocí stanovení su‰iny a následn˘m turbidimetrick˘m promûﬁením suspenzí o rÛz-
n˘ch koncentracích [13, 14].
2.4. Biosyntéza karotenoidÛ
Spojením poznatkÛ klasické a molekulární genetiky byly objasnûny hlavní dráhy syntézy
acyklick˘ch i cyklick˘ch karotenoidÛ na molekulární úrovni. Nicménû i nadále jsou zcela mini-
mální poznatky o biosyntéze karotenoidÛ obsahujících dal‰í modifikace koncov˘ch skupin, poly-
enov˘ ﬁetûzec, methylové skupiny nebo molekulární zmûny, jenÏ jsou hlavním znakem struktu-
rální rozdílnosti karotenoidÛ [13].
Obr. 5: Polyprenyl (isoprenoid) compounds [16]
V‰echny karotenoidy jsou odvozené z vûtvené izoprenoidní nebo terpenoidní dráhy pﬁítom-
né u v‰ech typÛ Ïiv˘ch organismÛ (Obr. 6). V˘ chozí látkou biosyntézy je acetyl-CoA, kter˘ kon-
denzací s acetoacetyl-CoA (meziprodukt biosyntézy mastn˘ch kyselin) poskytuje β-hydroxy-β-
methylglutaryl koenzym A (HMG-CoA). Redukcí vzniká kyselina mevalonová, jenÏ je postup-
n˘mi reakcemi fosforylována a dekarboxylována. Produktem je tzv. aktivní izopren, stavební
materiál terpenÛ a steroidÛ, kter˘ se enzymatickou katal˘zou dále pﬁesmykuje na dimethylal-
lyldifosfát (DMDAP) [2, 17]. Kondenzací dvou molekul dimethylallyldifosfátu (DMDAP) a tﬁí
molekul isopentenyldifosfátu (IDP) vzniká diterpen geranylgeranyldifosfát (GGDP), kter˘ tvo-
ﬁí polovinu v‰ech C40 karotenoidÛ. Kondenzací dvou molekul GGDP vznikne první, zatím ov‰em
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bezbarv˘ karotenoid fytoen. Následn˘mi desaturaãními reakcemi dochází k prodlouÏení ﬁetûz-
ce konjugovan˘ch dvojn˘ch vazeb a produkci lykopenu. Dále probíhají rÛznorodé druhovû spe-
cifické dráhy, které vedou ke vzniku acyklick˘ch a cyklick˘ch karotenoidÛ [15].
Syntéza cyklick˘ch karotenoidÛ mÛÏe probíhat na jednom nebo obou koncích molekuly lyko-
penu. Typické jsou kruhy β, ale mohou se tvoﬁit také ε-kruhy zastoupené hlavnû u vy‰‰ích rost-
lin, nebo také karotenoidy s γ-kruhy vyskytující se u mnoha plísní [13].
Obr. 6: Biosyntéza karotenoidÛ u mikroorganismÛ a rostlin
2.4.1. Regulaãní enzymy biosyntézy karotenoidÛ
V souãasné dobû bylo jiÏ izolováno více neÏ 150 genÛ, kódovan˘ch ve 24 rÛzn˘ch crt enzy-
mech z bakterií, rostlin, ﬁas a plísní. Tyto geny mohou b˘t pouÏity k produkci karotenoidÛ pomo-
cí rekombinantních mikroorganismÛ [13]. U nûkter˘ch bakteriálních producentÛ karotenoidÛ
(Rhodotobacter, Erwinia) jsou jiÏ detailnû popsány sekvence karotenogenních genÛ. Tyto sekven-
ce jsou obvykle pﬁítomné na dsDNA ve formû klastru alespoÀ 5 genÛ podle druhu produkova-
n˘ch pigmentÛ. U druhu Erwinia se jedná o následujících 5 genÛ:
• crtE – kóduje GGPP syntézu katalyzující pﬁemûnu FPP na GDPP
• crtB – fytoensyntáza, konverze GGPP na fytoen
• crtI – fytoendesaturáza, konverze fytoenu na lykopen
• crtY – lykopencykláza, katalyzuje cyklizaci lykopenu za vzniku β-karotenu
• β-karotenhydroxyláza deprivatizuje postupnû kaÏd˘ β-kruh za vzniku zeaxanthinu pﬁes
kryptoxanthin [18].
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Obr. 7: Schéma genového klastru biosyntézy karotenoidÛ u baktérií [19]
Pro klonování mikrobních nebo i rostlinn˘ch crt genÛ tvoﬁících pigmenty byla úspû‰nû pou-
Ïita exprese crt genÛ bakterií rodu Erwinia (produkují karotenoidy slouÏící jako substráty pro
enzymy, jenÏ mají b˘t klonovány) v buÀkách E. coli. Geny kódující biosyntézu karotenoidních
enzymÛ GGDP syntáza, fytoensyntáza (crtB) a fytoendesaturáza (crtI) odpovídají více neÏ polo-
vinû v‰ech klonovan˘ch crt genÛ [15, 20].
PﬁestoÏe je vzhledem k prÛmyslové vyuÏitelnosti zamûﬁena pozornost ke kvasinkov˘m pro-
ducentÛm více neÏ k bakteriálním, naráÏí se na nároãnost v provedení tûchto metod z dÛvodÛ
konkurence metabolick˘ch drah probíhajících v hostitelském organismu, sloÏitosti izolací spe-
cifick˘ch úsekÛ daného eukaryotického genu i omezen˘m mnoÏstvím informací o genech samot-
n˘ch. I tak lze provedené experimenty povaÏovat za klíãové a lze oãekávat vyuÏití tûchto metod
pro konstrukci prÛmyslovû v˘znamn˘ch mikroorganismÛ, jenÏ budou produkovat velká mnoÏ-
ství karotenoidÛ.
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Obr. 8: Karotenoidy produkované v rekombinantních buÀkách E. coli [21]
2.5. Vybrané metody moÏnosti regulace mikrobní produkce karotenoidÛ
V pﬁípadû, Ïe jsou mikroorganismy schopné tvoﬁit po celou dobu svého Ïivota nebo jen v urãi-
t˘ch ãasov˘ch úsecích jak˘koliv metabolit v mnoÏství, které pﬁevy‰uje koncentraci potﬁebnou
pro jejich rÛst ãi reprodukci, jedná se o nadprodukci dané látky. Tohoto jevu je moÏné dosáh-
nout fyziologickou adaptací, která nejãastûji probíhá souãasnû se samotn˘m technologick˘m
procesem, pﬁiãemÏ velmi dÛleÏit˘ je také vliv vnûj‰ích faktorÛ.
Mezi druhy fyziologické adaptace patﬁí
• optimalizace sloÏení médií
• optimalizace podmínek vnûj‰ího prostﬁedí
• identifikace stresov˘ch faktorÛ, které vedou k nadprodukci metabolitu
• opakovaná selekce kmenÛ v dan˘ch podmínkách kultivace [9].
2.5.1. Vliv vnûj‰ích faktorÛ na mikroorganismy
Îivot a v˘voj mikroorganismÛ ovlivÀuje vnûj‰í prostﬁedí, které na nû pÛsobí. RÛst i roz-
mnoÏování jsou spojené s dostateãn˘m pﬁísunem surovin pro syntézu bunûãné hmoty, energie
a vhodn˘ch fyzikálních, chemick˘ch a biologick˘ch podmínek.
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Za urãit˘ch podmínek jsou ov‰em mikroorganismy schopné se pﬁizpÛsobit i nepﬁízniv˘m
vnûj‰ím vlivÛm a to nejen zmûnou svého enzymatického vybavení, ale také chemick˘m sloÏe-
ním a tvarem. Tyto schopnosti jsou ale omezeny jistou hraniãní hodnotou, jejíÏ pﬁekroãení má
za následek zastavení rÛstu nebo i usmrcení buÀky [9, 11, 22].
Ovlivnûní organismÛ lze dosáhnout také pomocí stresov˘ch faktorÛ, mezi které patﬁí teplo-
ta, pH prostﬁedí, soln˘ stres, vodní aktivita, oxidaãní stres a mnohé dal‰í. BuÀky schopné pﬁe-
Ïití ve stresovém prostﬁedí mají vyvinuté rychlé obranné systémy, které slouÏí k opravû vznik-
l˘ch ‰kod a k ochranû pﬁed dal‰ím po‰kozením stejného nebo odli‰ného druhu. Odezvou na stres
mÛÏe b˘t tvorba omezeného poãtu stresov˘ch proteinÛ, jenÏ zpÛsobí vzrÛst tolerance proti dal-
‰ímu stresu a to i pﬁi krátkodobém pÛsobení na buÀku. Tento jev se uplatÀuje i v jin˘ch pﬁípa-
dech, kdy stres by mohl mít na buÀku smrtelné úãinky.
U kvasinek byla pozorována schopnost tolerance k vy‰‰ím dávkám stresov˘ch faktorÛ stej-
ného i odli‰ného typu po pﬁedchozím vystavení niÏ‰í dávce urãitého stresu. Tato ochrana je umoÏ-
nûna existencí integrovaného obranného systému, jenÏ vnímá a reaguje na rÛzné druhy streso-
v˘ch faktorÛ pomocí mechanismÛ obecné stresové odezvy [23-26].
2.5.2. Nutriãní stres
Pro navození a udrÏení stavu nadprodukce primárních a sekundárních metabolitÛ se u mik-
roorganismÛ vyuÏívá pozmûnûní kultivaãních podmínek vãetnû zmûny podmínek vnûj‰ího pro-
stﬁedí. Nadprodukce sekundárních metabolitÛ je charakteristická s ãasov˘m posunem exponen-
ciální a stacionární fáze rÛstu smûrem k vy‰‰ím hodnotám. To vyÏaduje regulaci celého kulti-
vaãního procesu, kdy na poãátku kultivace je kladen dÛraz zejména na rychl˘ nárÛst kultury bez
nutriãní limitace. Teprve o nûco pozdûji dochází k navození nutriãního stresu náhradou nejmé-
nû jedné ze základních Ïivin sloÏkou, jenÏ b˘vá pomaleji utilizována. Mezi pomaleji utilizova-
né zdroje lze zahrnout sacharózu, laktózu, ‰krob nebo organicky vázan˘ fosfor [27].
2.5.3. Soln˘ stres
Z fyzikálních faktorÛ lze povaÏovat za nejv˘znamnûj‰í vliv osmotického tlaku. Osmotick˘
stres je oznaãován jako univerzální chemick˘ stres. Bylo prokázáno, Ïe vût‰í mnoÏství uhlíka-
t˘ch zdrojÛ (glukóza, fruktóza), glutaminu, metabolizovateln˘ch i nemetabolizovateln˘ch inhi-
bitorÛ (laktóza, tûkavé i netûkavé kyseliny), mohou zv˘‰it osmotick˘ tlak média a zpÛsobit nega-
tivní vlivy na bunûãn˘ch stûnách. BuÀky mohou prokazovat rÛzné modifikace ve fyziologii
a mÛÏe dojít ke zv˘‰ení metabolické aktivity. U kvasinek Saccharomyces cerevisiae dochází vli-
vem osmotického stresu k intracelulární akumulaci glycerolu a trehalosy, které mají pro kva-
sinku ochrann˘ efekt v pﬁeÏití proti nepﬁízniv˘m osmotick˘m stresÛm [29].
2.5.4. Oxidaãní stres
Oxidaãní stres je definován jako poru‰ení prooxidaãnû-antioxidaãní rovnováhy v buÀce ve
prospûch pÛvodce. Reaktivní kyslíkaté druhy (ROS – „reactive oxygen species“) zahrnují mole-
kuly, které obsahují kyslík v rÛzn˘ch oxidaãních i redukãních stavech, dále slouãeniny kyslíku
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s vodíkem, chlórem a dusíkem. Vût‰inou vznikají bûhem bunûãného metabolismu, proto jsou
také aerobní organismy vystavené jejich nepﬁetrÏitému úãinku [29]. Molekulární kyslík obsa-
huje dva nespárované elektrony ve vnûj‰í elektronové vrstvû (je biradikální), v této formû v‰ak
není pﬁíli‰ reaktivní, pokud mají oba elektrony stejn˘ spin. KdyÏ ale jeden z tûchto elektronÛ
svÛj spin zmûní, stane se siln˘m oxidantem. V pﬁípadû, Ïe je kyslík redukován o 1 elektron, vzni-
ká superoxidov˘ aniont, jenÏ je relativnû stál˘ meziprodukt. Ov‰em tento superoxidov˘ aniont
je prekurzorem mnoha ROS a také mediátorem v oxidaãních ﬁetûzov˘ch reakcích [30]. Mezi
primární oxidanty tvoﬁícími se jako vedlej‰í produkty patﬁí superoxidov˘ radikál, peroxid vodí-
ku, hydroxylov˘ a hydroperoxidov˘ radikál. Reakcemi primárních ROS s bunûãn˘mi sloÏkami,
jako jsou lipidy, proteiny nebo DNA, vedou ke tvorbû velkého mnoÏství sekundárních radiká-
lÛ, které potom mohou napadat a po‰kozovat buÀku [29].
Dismutací superoxidového iontu vzniká peroxid vodíku, kter˘ v pﬁítomnosti pﬁechodn˘ch
kovÛ generuje hydroxylov˘ radikál, jeden z nejsilnûj‰ích oxidantÛ v pﬁírodû [30].
BuÀky se proti pÛsobení ROS chrání pomocí antioxidaãní ochrany,  která inhibuje nebo mini-
malizuje tvorbu ROS. Tato ochrana b˘vá enzymatická (cytochrom c peroxydáza apod.) i neen-
zymatická (karotenoidy, flavonoidy atd.) [29]. Jako dal‰í zpÛsob ochrany pﬁed úãinky ROS orga-
nismy vyuÏívají detoxikaci oxidantÛ nebo opravují poniãené makromolekuly, ãehoÏ lze vyuÏít
pﬁi infekci patogenními plísnûmi [30].
2.5.5. Produkce proteinÛ za stresov˘ch podmínek
Pokud jsou prokaryotické i eukaryotické buÀky vystaveny vy‰‰ím teplotám, zaãnou vykazo-
vat odezvu ve formû produkce specifick˘ch proteinÛ oznaãujících se jako „heat-shock proteins“
(HSP). HSP patﬁí mezi stresové proteiny a jejich zv˘‰ená syntéza mÛÏe b˘t vyvolána také pÛso-
bením dal‰ích faktorÛ na buÀku. Mohou to b˘t analogy aminokyselin, glukózy, tûÏk˘ch kovÛ,
proteinkináza C, hormony, antibiotika apod.
V souãasné dobû probíhají v˘zkumy v rámci molekulární biologie t˘kající se produkce syn-
tetick˘ch HSP, pﬁímé studie interakcí HSP-protein in vivo nebo také moÏnosti vyuÏívání HSP
terapeuticky [31].
2.6. Zpracování mikrobiálních bunûk 
za úãelem anal˘zy rÛzn˘ch typÛ metabolitÛ
Pro studium produkce karotenoidÛ mikrobiálními kulturami musíme mít k dispozici ﬁadu ana-
lytick˘ch a molekulárnû-biologick˘ch technik a nástrojÛ, které nám umoÏní biologick˘ materi-
ál vhodnû pﬁipravit, studované látky následnû izolovat a kvantifikovat. K tûmto úãelÛm lez vy-
uÏít metod a technik, které budou diskutovány v následujících kapitolách.
2.6.1. Metody dezintegrace bunûk
Na vhodné volbû dezintegrace bunûãn˘ch stûn závisí úspûch izolace subcelulárních ãástic
i bunûãn˘ch stûn. Ideálním pﬁípadem je rozbití v‰ech bunûk bez zﬁetelného po‰kození subcelu-
lárních ãástic a se zachováním enzymové aktivity bunûk [32]. Efektivnost dezintegrace závisí
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na typu bunûk i zvoleném zpÛsobu dezintegrace. BuÀky které mají pruÏnou bunûãnou stûnu se
mnohem hÛﬁe dezintegrují neÏ buÀky se stûnou pevnou, mycelia lépe neÏ kvasinky. U stejného
druhu kultury také záleÏí na jejím stáﬁí a fyziologickém stavu. JelikoÏ se kvasinky ﬁadí mezi
organismy se silnûj‰ími bunûãn˘mi stûnami, jejich dezintegrace se provádí mnohem hÛﬁe neÏ je
tomu u bakterií nebo Ïivoãi‰n˘ch bunûk [32, 33].
2.6.1.1. Nemechanická dezintegrace
Mezi nemechanické dezintegrace patﬁí:
• chemické metody (extrakce rozpou‰tûdly, detergenty)
• fyzikální metody (su‰ení, opakované rozmrazování a zmrazování)
• enzymatické metody (lyze bunûãn˘ch stûn enzymy) [32, 34].
2.6.1.2. Mechanická dezintegrace
Mechanická dezintegrace se ﬁadí mezi vysoce úãinné metody, mezi které ﬁadíme:
• ultrazvuk
• mletí (za pomoci ml˘nÛ, lisÛ)
• tlakové homogenizátory
• mechanické míchání kapalné suspenze bunûk (tzv. vlhké mletí) [32, 33].
2.6.2. Izolace a anal˘za vybran˘ch parametrÛ metabolomu
Pro stanovení a anal˘zu karotenoidních látek se nejãastûji pouÏívají standardizované spekt-
rální metody v UV-VIS oblasti svûtelného záﬁení ve spojení s extrakcí a kapalinovou chroma-
tografií.
2.6.2.1. Izolace karotenoidÛ
Izolace karotenoidÛ se nejãastûji pouÏívá formou extrakce. Pokud se jedná o vzorky s vût‰ím
obsahem vody a rostlinné materiály vyuÏívá se jako extrakãní ãinidlo aceton. Vzhledem k tomu,
Ïe u kvasinek se karotenoidy nachází vázané v lipoproteinové frakci, je nutné tyto nejprve zm˘-
delnit napﬁ. pomocí hydroxidu sodného. Po uvolnûní karotenoidÛ lze provést extrakci organic-
k˘mi rozpou‰tûdly, jako je diethylether, petrolether nebo hexan [17, 35].
Dal‰í moÏností je extrakce pevnou fázi (SPE). Dochází k zachycení molekul látky na tuhém
sorbentu, kter˘m protéká vzorek. Molekuly v dÛsledku mezimolekulov˘ch interakcí ulpívají na
sorbentu, proto je extrakce pevnou fázi povaÏována za chemickou filtraci [36].
Oproti tradiãním separaãním technikám nabízí SPE mnoho v˘hod. Napﬁ. lze provádût extrak-
ci v soustavû kapalina-kapalina, kdy tato metoda je také charakteristická dobrou selektivitou
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a úsporou organick˘ch rozpou‰tûdel. SPE lze také snadno automatizovat a navázat na dal‰í instru-
mentální metody [18].
2.6.2.2. Anal˘za karotenoidÛ metodou HPLC
NejpouÏívanûj‰í separaãní technikou je v dne‰ní dobû vysokoúãinná kapalinová chromato-
grafie (HPLC). PﬁestoÏe je HPLC principiálnû shodná se sloupcovou chromatografií, je pouÏí-
vané instrumentální zaﬁízení mnohem sloÏitûj‰í. Mobilní fáze b˘vá zpravidla dvou- nebo tﬁí-
sloÏková smûs rÛzn˘ch rozpou‰tûdel, která je dopravována pomocí ãerpadel pod tlakem aÏ
50 MPa pﬁes dávkovací zaﬁízení, kde se obohatí smûsí separovan˘ch látek, do dûlicí kolony.
V kolonû dochází k vlastní separaci, která probíhá na základû ustanovujících se rovnováh mezi
mobilní a stacionární fází. HPLC se vyuÏívá k separaci kapaln˘ch i pevn˘ch smûsí látek, které
jsou rozpustné v kapalném rozpou‰tûdle. V˘ hodou je moÏnost práce s men‰ím mnoÏstvím ana-
lyzovaného vzorku, krat‰í doba separace, moÏnost práce s termolabilními látkami apod. [36].
Nezbytnou souãástí kaÏdé chromatografické anal˘zy, která bezprostﬁednû navazuje na sepa-
raci, je detekce rozdûlen˘ch látek a jejich zastoupení ve smûsi. Kapalinovû chromatografick˘
detektor mûﬁí kontinuálnû fyzikální vlastnosti analyzovan˘ch látek v eluátu, jako je napﬁ. index
lomu (refraktometrick˘ detektor), absorpce záﬁení v UV a viditelné oblasti (spektrofotometric-
k˘ detektor), fluorescence (fluorescenãní detektor) apod. Jednou z hlavních podmínek klade-
n˘ch na detektor je co nejvût‰í rozdíl v odezvû detektoru vÛãi mobilní fázi a mûﬁen˘mi látkami
[36].
Metodou HPLC je moÏné separovat a analyzovat antibiotika, karotenoidy, vitamíny, amino-
kyseliny, hormony, léky, steroidní látky, alkaloidy. Pro separaci karotenoidÛ lze také pouÏít sloup-
covou chromatografii a adsorpãní chromatografii na tenké vrstvû, která patﬁí mezi metody kva-
litativní.
Obr. 9: Pﬁístroj pro HPLC
2.6.2.3. Absorpãní spektrometrie v UV-VIS oblasti
Principem absorpãní spektrometrie je interakce látky a elektromagnetického záﬁení v rozmezí
vlnov˘ch délek 200-700 nm po pﬁedchozím prÛchodu monochromatizátorem – hranolem nebo
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mﬁíÏkou. Pohlcením záﬁení molekula pﬁechází do excitovaného stavu. Látky obsahující chro-
mofory ve své struktuﬁe, poskytují poté charakteristické absorpãní pásy slouÏící k jejich identi-
fikaci [36].
Tuto metodu lze pouÏít ke kvalitativní anal˘ze anorganick˘ch a organick˘ch slouãenin, k iden-
tifikaci pigmentÛ, stanovení mnoÏství a ãistoty DNA a k dÛkazu chromoforních skupin [36].
2.7. Anal˘za genomu a proteomu
Mezi vysokomolekulární látky, které jsou souãástí Ïiv˘ch systémÛ, patﬁí bílkoviny, polysa-
charidy, lipidy a nukleové kyseliny. Bílkoviny a nukleové kyseliny mají mezi tûmito látkami
v˘jimeãné postavení, jsou to totiÏ informaãní molekuly, v nichÏ je obsaÏena ve‰kerá genetická
informace. Nachází se ve v‰ech Ïiv˘ch systémech od virÛ aÏ po ãlovûka, kde tvoﬁí více neÏ 50%
jejich suché hmoty. Vytváﬁejí organizované nadmolekulové struktury, které jsou stavebním mate-
riálem bunûk a jejich souãástí. Realizují a ﬁídí ve‰keré dûní, které v buÀkách probíhá. Mají jedi-
neãné vlastnosti podmiÀující Ïivot, coÏ jsou schopnosti replikace, adaptace a evoluce. Metabo-
lismus nukleov˘ch kyselin a proteinÛ je úzce propojen procesy zahrnut˘mi v centrálním dog-
matu molekulární biologie [2].
Obr. 10: Molekula DNA [21]
2.7.1. Kvasinkov˘ genom
Nukleové kyseliny jsou nositelkami genetické informace uloÏené v molekulách DNA. Sta-
vebními jednotkami nukleov˘ch kyselin jsou nukleotidy, fosforeãné estery heteroglykosidÛ, tvo-
ﬁící molekulovou podstatu genetického kódu a úãastnící se molekulov˘ch mechanismÛ pﬁi pﬁe-
nosu a zpracovávání genetické informace. Kondenzací nukleotidÛ vzniká nerozvûtven˘ ﬁetûzec
nukleov˘ch kyselin, ve kterém se stﬁídají zbytky pentóz a kyseliny fosforeãné. Postranními sku-
pinami jsou dusíkaté báze, které jsou navázané pomocí glykosidick˘ch vazeb na zbytky pentóz
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(ribóza u RNA a 2-deoxyribóza u DNA). Dusíkaté báze purinÛ a pyrimidinÛ umoÏÀují nukleo-
v˘m kyselinám pﬁedávat a uchovávat informace. Jejich nejv˘znamnûj‰í vlastností je komple-
mentarita struktur, pﬁi které je párováním bází pomocí vodíkov˘ch mÛstkÛ umoÏnûno ãtení gene-
tického kódu a je také zaji‰tûna stabilita struktury. Komplementární (doplÀkové) báze jsou dvo-
jice bází vÏdy jedné purinové (adenin, guanin) a jedné pyrimidinové (cytosin, thimin u DNA
a uracil u RNA), které do sebe pomocí jiÏ zmínûn˘ch vodíkov˘ch vazeb perfektnû zapadají [2].
Makromolekuly DNA se sv˘mi vlastnostmi li‰í od ostatních biopolymerÛ zejména obrov-
skou molekulovou hmotností a tuhostí lineární molekuly, která je dána povahou dvou‰roubovi-
cové konformace. Struktura DNA je tvoﬁena dvûma polydeoxyribonukleotidov˘mi ﬁetûzci svi-
nut˘mi do pravotoãiv˘ch ‰roubovic kolem pomyslné spoleãné osy za vzniku dvou‰roubovice
(dihelixu). ¤etûzce v dihelixu mají opaãnou polaritu a koplementární strukturu, coÏ znamená,
Ïe proti sobû umístûné nukleotidy obsahují doplÀkové báze. Oba ﬁetûzce jsou zformovány tak,
Ïe pentózové a fosfátové zbytky jsou vnû a báze smûﬁují dovnitﬁ dihelixu. Tato konformace udá-
vá molekule DNA její charakteristické vlastnosti, kter˘mi jsou hydrofilní vnûj‰í ãást molekuly
se záporn˘mi náboji, dvojãetná osa symetrie, interakce DNA pomocí ÏlábkÛ s jin˘mi moleku-
lami, schopnost roztaÏení dihelixu témûﬁ na dvojnásobnou délku a schopnost dvoj‰roubovice se
rozplétat a umoÏnit pﬁístup ke genetické informaci [2].
Zatímco prokaryotické buÀky obsahují pouze jedin˘ chromozom, kter˘ je tvoﬁen obrovskou
cyklickou molekulou DNA, mají buÀky eukaryot podle druhu v jádﬁe rÛzn˘ poãet chromozo-
mÛ. Eukaryotické chromozomy jsou tvoﬁené chromatinem, kter˘ se skládá z molekuly DNA
a bílkovin. Nejvíce zastoupenou bílkovinnou sloÏkou jsou bazické histony [2].
Kromû chromozomální DNA se v buÀkách prokaryot a nûkter˘ch eukaryot vyskytují kruÏ-
nicové DNA oznaãované jako plazmidy. Plazmidy v‰ak nejsou nezbytnû nutné pro existenci
bunûk, mohou ov‰em obsahovat informace dÛleÏité pro Ïivot bunûk jako je resistence vÛãi anti-
biotikÛm [37].
2.7.2. Izolace DNA
Jak jiÏ bylo zmínûno, makromolekula DNA je charakteristická obrovskou molekulovou hmot-
ností a relativní tuhostí. Pﬁi izolaci proto tedy dochází k mechanické a velice ãasto i enzymatic-
ké degradaci, coÏ znemoÏÀuje bez problémÛ urãit pﬁesnû molekulovou hmotnost DNA. Zatím-
co virovou a plazmidovou DNA (Mr 106 aÏ 108) lze získat pomûrnû snadno v intaktní formû, je
u DNA prokaryot (Mr 109) nebo eukaryot (Mr 1010 aÏ 1012) izolace homogenních ﬁetûzcÛ DNA
o celkové délce aÏ nûkolik desítek centimetrÛ prakticky vylouãena. Izolací lze získat pouze poly-
disperzní populace makromolekul DNA [2].
V˘bûr vhodné metody pro izolaci DNA závisí na druhu pouÏitého biologického materiálu
a také na rychlosti a úãinnosti metody. Postup samotné izolace probíhá vÏdy v nûkolika krocích,
které zahrnují homogenizaci vzorku a následnou l˘zu bunûãn˘ch stûn, cytoplazmatick˘ch
a bunûãn˘ch membrán a poté denaturaci proteinÛ lytick˘mi pufry. Nezbytnou souãástí tûchto
pufrÛ je kyselina etylendiaminotetraoctová (EDTA), která pÛsobí jako chelataãní látka tvoﬁící
komplexy napﬁ. s Ca2+ ionty. Tyto ionty pÛsobí jako kofaktory enzymÛ ‰tûpících nukleov˘ch
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kyselin. Podmínkou je, aby ionty byly komplexnû vázané, protoÏe pouze tehdy dojde k inakti-
vaci enzymÛ, které by v opaãném pﬁípadû izolovanou DNA roz‰tûpily [38].
Jako dal‰í metodu v izolaci DNA lze pouÏít proteinovou denaturaci za pomoci dodecylsul-
fátu sodného nebo degradaci enzymem proteinázou K. Smûs degradovateln˘ch proteinÛ spo-
leãnû se sacharidy dá se odstranit octanem sodn˘m, popﬁípadû smûsí fenol-chloroform. Vyizo-
lovaná DNA je nakonec vysráÏená ethanolem a lze ji uchovat pﬁi teplotû –20 °C [38].
2.7.3. Anal˘za DNA elektromigraãními metodami
Elektromigraãní (elektroforetické) metody vyuÏívající pohybu ionizovan˘ch ãástic v elek-
trickém poli lze pouÏít k anal˘ze nízkomolekulárních i vysokomolekulárních látek. âástice
nesoucí náboj se pohybují konstantní rychlostí, která je úmûrná velikosti jejich nábojÛ, a to
k opaãnû nabit˘m elektrodám. Úspû‰nou separaci lze oãekávat pouze tehdy, mají-li separované
látky dostateãnû odli‰né efektivní elektroforetické pohyblivosti. Snaha o dosaÏení co nejdoko-
nalej‰ích separací vedla k v˘voji rÛzn˘ch elektroforetick˘ch technik, mezi které patﬁí volná elek-
troforéza, zónová elektroforéza, pulzní gelová elektroforéza a dal‰í [38].
NejbûÏnûj‰í metodou je elektroforéza na nosiãích, jenÏ musí b˘t hydrofilní a nerozpustné ve
vodû. Prvními pouÏit˘mi nosiãi byly ‰krob, celulóza, chromatografick˘ papír. V dne‰ní dobû se
vyuÏívají gelové materiály, ve kter˘ch se vedle elektroforetické pohyblivosti uplatÀuje také efekt
molekulového síta, kdy rychlost pohybu molekul závisí na velikosti pórÛ v gelu. Velké mole-
kuly jsou zpomalovány více neÏ malé. Principem separace tedy není pouze rozdíl ve velikosti
náboje, ale také rÛzná velikost molekul [39].
2.7.3.1. Anal˘za chromozomÛ pulzní gelovou elektroforézou
JiÏ v roce 1983 bylo demonstrováno, Ïe chromozomy kvasinek mohou b˘t separovány na
agarózovém gelu pouÏitím dvou stﬁídajících se elektrick˘ch polí opaãné orientace. Tato techni-
ka je dnes známá jako pulzní gelová elektroforéza (PFGE z anglického „pulsed-field gel elec-
trophoresis“). Pomocí PFGE lze ‰tûpit molekuly DNA na fragmenty dlouhé od nûkolika kilo-
párÛ bází (kb) po více neÏ 10 megapárÛ bází (Mb) [40], ãehoÏ by u bûÏn˘ch elektroforetick˘ch
metod nebylo moÏné dosáhnout.
Metoda je zaloÏena na pouÏití dvou nebo i více elektrick˘ch polí, která jsou stﬁídavû apliko-
vána v rÛzn˘ch úhlech v pﬁesnû definovan˘ch ãasov˘ch úsecích. Pﬁi aktivaci prvního elektric-
kého pole se separované molekuly srovnají do správného smûru a zaãnou se pohybovat gelem.
Pﬁeru‰ení tohoto elektrického pole a následné zaﬁazení druhého, pﬁinutí molekuly zmûnit smûr
svého pohybu. Na stﬁídající se elektrická pole reagují molekuly pﬁeorientováním svého ﬁetûzce
vÏdy podél smûru pÛsobení konkrétního pole a teprve poté mohou zaãít putovat od katody k ano-
dû. âas potﬁebn˘ k pﬁeorientování ﬁetûzce molekuly stoupá s velikostí tohoto ﬁetûzce. Proto také
krat‰í molekuly putují gelem mnohem rychleji. Separace tedy probíhá hlavnû podle velikostí
molekul separovaného vzorku [32].
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Obr. 11: Pﬁístroj pro PFGE
RÛzná uspoﬁádání pulzní gelové elektroforézy
FAGE – Field alternation gel electrophoresis. Touto metodou je dovoleno separovat mole-
kuly pouze do velikosti 2 Mb. Limitace velikostí byla pﬁekonána pﬁinucením molekul DNA reo-
rientovat se ve smûru periodicky se mûnícímu elektrickému poli [42].
OFAGE – Orthogonal field alternation gel electrophoresis. Tento systém se skládá ze dvou
nehomogenních elektrick˘ch polí, která jsou kontinuálnû generována katodou a jednou verti-
kální izolovanou anodou [42].
TAFE – Transverse alternating field electrophoresis. Metoda je zaloÏena na OFAGE, pouze
gel je orientován vertikálnû, elektrody jsou zde umístûné pod úhlem 115°, molekuly DNA migru-
jí cik-cak gelem smûrem dolÛ [42].
FIGE – Field inversion gel electrophoresis. Elektrody jsou umístûné pod úhlem 180°. Vy-
uÏívá se homogenní elektrické pole. Tato metoda je jednoduchá a bûÏnû pouÏívaná v laborato-
ﬁích. Umístûní gelu je jako u klasické elektroforézy. Separace molekul je limitována maximál-
ní velikostí 2 Mb [42].
CHEF – Contour-clamped homogenous electric field. Objevení metody CHEF odstranilo
limitace zpÛsobené metodou FAGE. Elektrody svírají úhel 120° v hexagonálním uspoﬁádání,
ãímÏ vzniknou dvû stejnomûrná elektrická pole. Lze separovat molekuly vût‰í neÏ 5 Mb a iden-
tifikovat i sekundární strukturu bílkovin [42].
CHEF-DRII – modifikace CHEF. Dovoluje separovat molekuly aÏ do 12 Mb [42].
Podmínky separace PFGE
Separace molekul DNA metodou PFGE závisí na mnoha faktorech, mezi které patﬁí pulzní
ãas, napûtí, teplota, koncentrace agarózy a dal‰í.
Pulzní ãas – jedná se o ãasov˘ úsek, bûhem kterého se stﬁídají jednotlivá elektrická pole. Jak
bylo jiÏ popsáno, u molekul se podle jejich velikosti li‰í doba potﬁebná k pﬁeorientování se do
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smûru novû pÛsobícího pole (Tab.1). Nejlep‰í separace se dosáhne tehdy, pokud ãas potﬁebn˘
k reorientaci molekuly je totoÏn˘ s pulzním ãasem. âím vût‰í molekuly se separují, tím je nut-
nûj‰í pouÏít del‰í pulzní ãas. Nev˘hodou del‰ích pulzních ãasÛ je del‰í doba separace, spojená
s moÏností vyplavení krat‰ích molekul [43].
Napûtí – také volba napûtí souvisí s velikostí separovan˘ch molekul DNA. Pro men‰í mole-
kuly do velikosti 1 Mb je potﬁeba napûtí okolo 200 V, pro vût‰í molekuly do 10 Mb by napûtí
nemûlo pﬁesáhnout 50 V (Tab. 1). PouÏité napûtí musí b˘t nepﬁímo úmûrné pulznímu ãasu, tedy
niÏ‰í napûtí vyÏaduje del‰í pulzní ãas a tedy i del‰í dobu separace [43].
Teplota – pﬁestoÏe se elektroforézy bûÏnû pouÏívají za laboratorních teplot, pﬁi PFGE je nut-
né dodrÏovat teplotní interval mezi 4-15 °C pro dobré rozli‰ení zón. Pﬁi pouÏití vût‰ích teplot
sice molekuly putují mnohem vy‰‰í rychlostí, nicménû takto provádûná separace by mûla vel-
mi ‰patnou rozli‰itelnost [43].
Koncentrace agarózy – ãím vy‰‰í je koncentrace pouÏité agarózy na pﬁípravu gelu pro PFGE,
tím niÏ‰í je poté rychlost molekuly separované DNA. Vy‰‰í koncentrace gelu ov‰em znamená
ostﬁej‰í rozli‰ení jednotliv˘ch zón [43].
Tab. 1: Nûkteré provozní parametry PFGE doporuãené v˘robcem
2.7.4. Anal˘za proteomu
Bílkoviny tvoﬁící 50-80% suché hmoty organismÛ patﬁí mezi makromolekulární látky, jejichÏ
podstatnou ãást tvoﬁí dusík (15-18%) a velice ãasto obsahují také síru. Stavebními jednotkami
bílkovin jsou α-aminokyseliny propojené peptidov˘mi vazbami do polypeptidov˘ch ﬁetûzcÛ [2].
Pﬁi biosyntéze bílkovin je zásadní dodrÏet správné poﬁadí jednotliv˘ch α-aminokyselin, kte-
ré jsou postupnû napojovány podle pravidel zapsan˘ch v genetické informaci. Jedná se tedy
o translaci (pﬁeklad) strukturních genÛ z primární struktury nukleové kyseliny do primární struk-
tury bílkoviny, tedy do poﬁadí jednotliv˘ch aminokyselin. Proteosyntéza dnes patﬁí k nejpro-
pracovanûj‰ím oblastem syntetické organické chemie [2].
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Primární struktura bílkovin je dána poﬁadím jednotliv˘ch aminokyselin a zahrnuje také polo-
hu pﬁípadn˘ch disulfidov˘ch vazeb [45].
Sekundární struktura
JelikoÏ má peptidová vazba ãásteãn˘ charakter dvojné vazby, je poãet moÏn˘ch konformací
jichÏ mÛÏe nab˘vat, omezen˘. Sekundární struktura byla navrÏena teoreticky a teprve pozdûji
byla ovûﬁena rentgenovou krystalografií. Skládá se z identifikovateln˘ch, pravidelnû se opaku-
jících jednotek, které dovoluje konformace polypeptidu. Konformace, jenÏ se neskládají z pra-
videlnû se opakujících jednotek, jsou oznaãovány jako náhodné klubko [45].
âast˘m strukturálním motivem u globulárních bílkovin je α-helix. Tento je nejstabilnûj‰í kon-
formací polypeptidového ﬁetûzce o nejniÏ‰í energii. Jeho stabilita je zpÛsobena vodíkov˘mi vaz-
bami [45].
Obr. 12: Struktura bílkovin [16]
Zatímco α-‰roubovice je tvoﬁena aminokyselinami stejné oblasti primární struktury, tzv.
β-sheet (skládan˘ list), má v sobû zahrnuty úseky 5-10 aminokyselin z rÛzn˘ch oblastí poly-
peptidu. Jednotlivé sekundární motivy se u nûkter˘ch globulárních bílkovin mohou skládat dohro-
mady v motivy supersekundární (β-meandr, β-α-β), jenÏ se mohou podílet na tvorbû je‰tû vût-
‰ích opakujících se jednotek [45].
Terciární struktura
Sekundární a supersekundární struktury bílkovin mohou b˘t organizovány do domén, kom-
paktních jednotek spojen˘ch polypeptidovou kostrou. Terciární struktura popisuje vzájemné
vztahy tûchto domén, jimiÏ se pﬁi skládání bílkovin mohou dostat do tûsné blízkosti aminoky-




Bílkoviny, které jsou tvoﬁeny více neÏ dvûmi polypeptidov˘mi ﬁetûzci drÏen˘ch pohromadû
nekovalentními vazbami, se nacházejí v kvartérní struktuﬁe. Jsou to tzv. oligomery. Síly, stabi-
lizující tyto bílkovinné agregáty jsou vodíkové vazby a elektrostatické interakce mezi zbytky
aminokyselin vyskytujících se na povrchu sousedních podjednotek [45].
2.7.4.2. Vlastnosti bílkovin
Molekuly bílkovin jsou ﬁazeny mezi hydrofilní koloidy. Jejich rozpustnost je ovlivnûna hod-
notou pH, iontovou silou a relativní permitivitou. Minimální rozpustnost bílkovin je v izoelek-
trickém bodû nebo v jeho blízkosti. MÛÏe b˘t také dost ovlivnûna látkami tvoﬁícími s bílkovi-
nami rÛzné napﬁ. koordinaãní slouãeniny. Vzhledem k pﬁítomnosti mnoha protonovateln˘ch sku-
pin jsou bílkoviny sloÏit˘mi polyamfolyty. Jejich voln˘ náboj má proto podle pH prostﬁedí rÛzné
kladné nebo záporné hodnoty. Pﬁi urãitém pH, zvaném izoelektrick˘ bod, je voln˘ náboj bílko-
viny roven nule [2].
2.7.4.3. Funkce bílkovin
Mezi strukturou bílkovin a jejich biologickou funkcí existuje velmi tûsn˘ vztah. Vût‰ina vlák-
nit˘ch bílkovin plní funkce strukturní v kÛÏi, pojivov˘ch tkáních nebo ve vláknech jako jsou
vlasy, hedvábí apod. Naproti tomu fibriální bílkoviny urãují specifické sekundární a terciární
struktury s mechanick˘mi vlastnostmi [45]. Dal‰í vlastnosti bílkovin jsou regulace tûlních funk-
cí, regulace hormonÛ, funkce transportní a úãastní se také metabolick˘ch pochodÛ [38].
2.7.4.4. Regulace enzymové aktivity
Enzymy jsou bílkovinné katalyzátory ﬁídící celou ﬁadu procesÛ. Regulace jejich aktivity pﬁi-
spívá k udrÏení vnitﬁního prostﬁedí v buÀkách (homeostáze). Na ﬁízení metabolick˘ch procesÛ
se podílejí lokální koncentrace substrátÛ, rozdûlení enzymÛ do podbunûãn˘ch oddílÛ (kompart-
mentÛ) nebo také sekrece katalyticky neaktivních proenzymÛ ãi zymogenÛ. Regulované b˘va-
jí nejãastûji enzymy podílející se na ãasn˘ch reakcích. Aktivita enzymÛ mÛÏe b˘t opakovanû
zeslabována (inhibice) ãi zesilována (aktivace) také bez syntézy nov˘ch proteinÛ nebo jejich
degradace pomocí kovalentních i nekovalentních vazeb specifick˘ch metabolitÛ na dan˘ enzym
v allosterickém místû vzdáleném od místa katalytického [45].
2.7.5. Izolace bílkovin
Získání bílkoviny v dostateãnû ãisté a nativní formû je dost komplikované, protoÏe netvoﬁí
jednoduché smûsi, ale jsou souãástí organisovan˘ch nadmolekulov˘ch struktur.
V˘ chozím krokem je zisk vhodného biologického materiálu, kter˘ je v mnoha pﬁípadech nej-
prve podroben rozmûlnûní, extrakci a odstﬁedûní. Pro prÛmyslové vyuÏití se pouÏívá produkce
bílkovin pomocí mikroorganismÛ, protoÏe je lze ve velmi krátké dobû namnoÏit na poÏadova-
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né mnoÏství. Tyto bílkoviny lze poté získat izolací z kultivaãního média nebo také z extraktu
dezintegrovan˘ch bunûk [2]. ·iroké pole pÛsobnosti získala rovnûÏ produkce proteinÛ pomocí
rekombinantních mikrobiálních systémÛ; napﬁ. insulin, rÛstov˘ hormon a dal‰í farmakologické
preparáty, protilátky apod.
2.7.5.1. Chemické metody izolace bílkovin
Mezi metody chemické patﬁí sráÏení bílkovin, kdy dochází k ovlivÀování rozpustnosti bíl-




• sráÏení organick˘mi rozpou‰tûdly
• sráÏení za tvorby nerozpustn˘ch slouãenin bílkovin s rÛzn˘mi látkami
Tyto metody nevedou k zisku ãist˘ch bílkovin, jsou ov‰em snadno proveditelné [2].
2.7.5.2. Fyzikální metody
Fyzikální metody se vyznaãují vût‰í rozli‰ovací schopností jednotliv˘ch bílkovin neÏ je tomu
u metod chemick˘ch, ov‰em s niÏ‰í kapacitou. Hodí se pro pﬁípravu ãist˘ch bílkovin v malém
mûﬁítku, pro doãi‰Èování surov˘ch preparátÛ a pro analytické dûlení smûsí bílkovin [2].
2.7.6. Anal˘za bílkovin
Bílkoviny lze stanovit kolorimetricky Folinov˘m nebo biuretov˘m ãinidlem, nebo také pﬁí-
mou spektrofotometrií v UV oblasti. Kjeldahlovou metodou lze urãit celkov˘ dusík (suma bíl-
koviného a nebílkoviného dusíku), kter˘ po vynásobení empirick˘m faktorem 6,25 udává pﬁi-
bliÏn˘ obsah bílkovin ve vzorku [46].
Pro pﬁímou anal˘zu bílkovin a rÛzn˘ch polypeptidÛ se velmi ãasto pouÏívají elektroforetic-
ké metody, kter˘mi lze spolehlivû charakterizovat pﬁítomné proteiny a polypeptidy podle veli-
kosti a náboje. Jedná se hlavnû o tyto techniky:
• DISC-PAGE – diskontinuální elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
• SDS-PAGE – elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pﬁítomnosti dodecylsulfátu sod-
ného
• PGE – pórová gradientová elektroforéza
• IEF – izoelektrická fokusace
• 2D PAGE – 2D elektroforéza [47].
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2.7.6.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pﬁítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE)
a izoelektrické fokusace (IEF) jsou nejvyuÏívanûj‰ími metodami pro anal˘zu proteinÛ. Pﬁed
samotnou anal˘zou je velmi dÛleÏité vzorky obsahující proteiny nejprve zkoncentrovat. Tímto
procesem zároveÀ odstraníme soli, nízkomolekulární látky a neãistoty, které by zkreslovaly
následnou anal˘zu. Pro tyto úãely se vyuÏívá dial˘za, precipitace síranem amonn˘m a lyofili-
zace [48].
Dodecylsulfát sodn˘ (SDS) se na bílkoviny váÏe pomocí hydrofobních interakcí v mnoÏství
1,4 mg na 1 mg bílkovin, ãímÏ bílkovinám poskytne uniformní záporn˘ náboj, neboÈ náboje
postranních skupin aminokyselinov˘ch zbytkÛ v molekulách bílkovin jsou v porovnání se sul-
fátov˘mi zanedbatelné. Molekuly bílkovin se tedy pﬁi anal˘ze budou pohybovat smûrem k ano-
dû a separace bude probíhat pouze na základû jejich velikostí [40].
Polyakrylamidov˘ gel se pﬁipravuje ze základního monomeru akrylamidu (AA) a zesíÈova-
cího ãinidla N,N-methylen-bis-akrylamidu (BIS), jenÏ se náhodnû zabudovává do lineárního
ﬁetûzce polymeru. Polymerace akrylamidu probíhá radikálovû za katal˘zy N,N’-tetramethylen-
diaminu (TEMED) a jako iniciátor reakce slouÏí persíran amonn˘ (APS). Na koncentraci mono-
meru akrylamidu a pomûru AA:BIS závisí separaãní vlastnosti polyakrylamidového gelu. Pﬁi
nízké koncentraci monomeru se gel vyznaãuje nízkou mechanickou pevností, ale velkou pohyb-
livostí bílkovin. Pomûr AA:BIS se mÛÏe pohybovat v rozmezí 100:1 aÏ 20:1 [40].
Nev˘hodami u PAGE-SDS mÛÏe b˘t ztráta biologické aktivity analyzovan˘ch bílkovin roz-
ru‰ením jejich kvarterní struktury a zv˘‰ená difúze men‰ích, rychle se pohybujících molekul.
Tento problém lze odstranit pouÏitím diskontinuální elektroforézy, která vyuÏívá dvou gelÛ s rÛz-
nû velk˘mi póry a rÛzn˘ch elektrolytÛ. První gel (zaostﬁovací) s velk˘mi póry slouÏí ke zkon-
centrování vzorku do úzké zóny, gel druh˘ (separaãní) je bûÏnû se pouÏívající v zónové elekt-
roforéze [32].
2.7.6.2. Vizualizace bílkovin v gelu
Vizualizaci analyzovan˘ch bílkovin lze provádût pomocí adsorpce barviv, která se na tyto
bílkoviny váÏou. Mezi nejpouÏívanûj‰í barviva patﬁí Coomassie Briliant Blue R-250, methyle-
nová modﬁ, AmidoãerÀ 10B. Gel se po ukonãení anal˘zy ponoﬁí do roztoku nûkterého z tûchto
barviv a poté se nûkolik hodin prom˘vá v roztoku kyseliny octové. Místa, kde nedojde k pev-
nému navázání barviva na bílkovinu, se pﬁi vypírání kyselinou octovou odbarví a na gelu zÛsta-
nou vidût jednotlivé zóny bílkovin [32].
Velice citlivou metodou je detekce bílkovin stﬁíbrem, kdy se z amoniakálního komplexu adsor-
bovaného na povrch bílkovin vyredukuje kovové stﬁíbro.
Dal‰ím zpÛsobem anal˘zy bílkovin je vyuÏití barviva 1-anilin-8-naftalensulfonátu, které po
navázání se na bílkoviny zpÛsobí fluorescenci, jeÏ je moÏná detekovat osvícením UV-svûtlem.
Bílkoviny se zde jeví jako zelenû fluoreskující prouÏky na nefluoreskujícím pozadí [32, 40].
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2.7.6.3. 2D elektroforéza
Dvourozmûrná neboli 2D elektroforéza je velmi vyuÏívanou metodou pro stanovení bílko-
vin. Analyzovan˘ vzorek se pﬁi 2D elektroforéze nejprve rozdûlí pomocí izoelektrické fokusa-
ce na základû rozdíln˘ch izoelektrick˘ch bodÛ. Bílkoviny jsou poté separovány podle moleku-
lové hmotnosti metodou PAGE-SDS. Vzhledem k v˘born˘m dûlícím schopnostem této meto-
dy, kdy lze analyzovat i komplexní smûsi bílkovin, patﬁí 2D elektroforéza k základním technikám
proteomiky [49].
Obr. 13: 2D elektroforéza
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3. Cíl práce
Cílem pﬁedloÏené diplomové práce zamûﬁené na sledování komplexních metabolick˘ch zmûn
karotenogenních kvasinek v závislosti na podmínkách kultivace je ﬁe‰ení následujících dílãích
úkolÛ:
• vypracování literární re‰er‰e zamûﬁené na charakteristiku karotenogenních kvasinek a moÏ-
nosti regulace produkce sekundárních metabolitÛ
• optimalizace podmínek kultivaãních postupÛ, sloÏení média a pﬁídavkÛ látek ovlivÀují-
cích produkci karotenoidÛ; vyuÏití rÛzn˘ch typÛ substrátÛ
• optimalizace metod pro anal˘zu vybran˘ch metabolitÛ kvasinek
• srovnávací studie vlivu zmûny kultivaãních podmínek na produkci pigmentÛ a ergostero-
lu (metabolom) a zmûny proteomu a genomu u vybran˘ch druhÛ kvasinek.
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4. Experimentální ãást
4.1. PouÏité chemikálie, pﬁístroje, pomÛcky a kvasinkové kmeny
4.1.1. Chemikálie
4.1.1.1. Chemikálie pro kultivaci mikroorganismÛ
D-glukóza bezvodá p.a, Lachema (âR)
Kvasniãn˘ autolyzát, Himedia (Indie)
(NH4)2SO4 p.a, Lachema (âR)
KH2PO4 p.a., Lachema (âR)
MgSO4. 7H2O p.a, Chemapol (âR)
H2O2
NaCl p.a, Lachema (âR)
4.1.1.2. Chemikálie pro izolaci DNA a proteinÛ
Chelaton 3 (EDTA) p. a, Lachema (âR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN)
Dodecylsíran sodn˘ (SDS), Serva (SRN)
β-merkaptoethanol, Serva (SRN)
Ribonukleáza A (RNAáza), Serva (SRN)
Sorbitol, Sigma-Aldrich (SRN)
Lytikáza, Sigma-Aldrich (SRN)
Agaróza (low melting), Serva (SRN)
N-laurylsarcosine, Sigma-Aldrich (SRN)






Yeast Chromosome PFG Marker, BioLabs (USA), chromozomy ze Saccharomyces cerevi-
siae (16 chromozomÛ v rozpûtí velikostí 225-1900 kb)
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Bílkovinné standardy
Proteinová smûs 4, Serva (SRN), sloÏení: fosforyláza B (97 400 Da), hovûzí albumin
(67 000 Da), vajeãn˘ albumin (45 000 Da), karboanhydráza (29 000 Da)
Proteinová smûs 5, Serva (SRN), sloÏení: karboanhydráza (29 000 Da), sojov˘ trypsin
inhibitor (21 000 Da), cytochrom C (12 500 Da), hovûzí trypsin inhibitor (6 500 Da)
Proteinová smûs 6, Serva (SRN), sloÏení: fosforyláza B (97 400 Da), hovûzí albumin
(67 000 Da), vajeãn˘ albumin (45 000 Da), karboanhydráza (29 000 Da), sojov˘ tryp-
sin inhibitor (21 000 Da), cytochrom C (12 500 Da), hovûzí trypsin inhibitor (6 500
Da)




Bromfenolová modﬁ, Serva (SRN)
Coomassie Briliant Blue R-250, Serva (SRN)
Dusiãnan stﬁíbrn˘, Sigma (SRN)
Ethanol, Lachema (âR)
N,N’-methylenbisakrylamid, Serva (SRN)
N,N’-tetramethylendiamin (TEMED), Sigma (SRN)
Persíran amonn˘ (APS), Serva (SRN)
4.1.1.5. Rozpou‰tûdla pro HPLC
Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
4.1.2. Pﬁístroje a pomÛcky
4.1.2.1. Zaﬁízení pro kultivaci mikroorganismÛ
Spektrofotometr VIS, Hélios α, Unicam (UK)
Spektrofotometr VIS, Hélios δ, Unicam (UK)
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro, (SRN)
GKB Color digital CCD kamera, (Taiwan)
Lucia Image aktive 5.0, Laboratory Imaging spol. s r. o. (âR)
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Tﬁepaãka Heidoph Unimax 1010, (SRN)
Tﬁepaãka Yellow line, (SRN)
Centrifuga 3-15, Sigma (SRN)
Centrifuga U-32R Boeco, (SRN)
Analytické váhy Boeco, (SRN)
4.1.2.2. Zaﬁízení pro izolaci a stanovení DNA
Mikrocentrifuga Cu-C, Sunon (Taiwan)
Sestava PFGE od firmy Pharmacia Bitech (·védsko):
Gene Navigátor, Pharmacia Bitech, (·védsko)
GN Controller, Pharmacia Bitech, (·védsko)
Programmable Power Supply, MP-500V, (·védsko)
Thermostatic cooler (Julabo Labortechnic GmbH), (SRN)
Systém pro dokumentaci gelÛ:
UltraLum, Inc. Ultra Viewer, (USA)
4.1.2.3. Pﬁístroje pro izolaci a stanovení bílkovin
Elektroforetická aparatura P9DS, Owl Separation systém, (USA)
Elektroforetick˘ zdroj EHC 250-90, E-C Apparatus Corporation, (USA)
Experion Priming station, Bio-Rad, (USA)
Laminární box Aura Mini, Bio Air Instruments, (USA)
Micro Rotofor Cell, BIO-RAD, (USA)
4.1.2.4. Pﬁístroje pro izolaci a stanovení karotenoidÛ
Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltrech (GB)
Vakuová odparka RV 06, IKA (SRN)
Vodní lázeÀ EL-20, Merci a.s. (âR)
Vortex TK3S, Kartell spa (USA)
Vortex GENIUS 3, IKA (SRN)
Sestava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.o. (âR):
Programátor gradientu GP 5
Vysokotlaké ãerpadlo typ P 4020
Dávkovací ventil typ C
Termostat kolony typ LCO 101
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UV-VIS detektor procesorov˘, typ LCD 2084
Integrátor Data Apex CSW v. 1,7
Kolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzní fáze PSI 200 C18 (7 µm), Labicom (âR)
Pﬁedkolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzní fáze PSI 200 C18 (7 µm), Labicom (âR)
4.1.3. Kvasinkové kmeny
Pro izolaci a anal˘zu vybran˘ch metabolitÛ byly pouÏity karotenogenní kmeny kvasinek Rho-
dotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26, Rhodotorula rubra CCY
20-7-31, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, Sporobolomyces salmonicolor 19-4-6 a Sporo-
bolomyces shibatanus CCY 19-20-3.
4.2. Kultivace kvasinek
V‰echny pouÏívané kultury kvasinek se vyznaãují aerobním metabolismem s podobn˘mi
nároky na Ïiviny, byly tedy kultivovány za stejn˘ch podmínek v tekutém médiu o stejném slo-
Ïení, pﬁi teplotû 28 °C, za stálého tﬁepání (90 rpm) a osvûtlení pro produkci karotenoidÛ.
Média pro kultivace byla sterilována pﬁi otevﬁeném ventilu v tlakovém hrnci po dobu 30 minut.
Jejich sloÏení je uvedeno v tabulce 1A a 1B.
Nejprve bylo vÏdy pﬁipraveno inokulaãní médium (INO I) o potﬁebném objemu, aby pomûr
INO I a INO II byl 1:5. Do pﬁedem vysterilovaného a ochlazeného INO I byly sterilnû naoãko-
vány 3 kliãky kultury ze ‰ikmého agaru. Kultivace probíhala 24 hodin za stálého tﬁepání a osvût-
lení. Poté byla kultura sterilnû pﬁelita do média INO II a opût kultivována po dobu 24 hodin pﬁi
permanentním osvûtlení a tﬁepání. Nakonec byla kultura sterilnû pﬁelita do produkãního média,
které bylo opût pﬁipravené v pomûru 1:5 k INO II a kultivována poÏadovanou dobu. SloÏení
v‰ech pouÏívan˘ch médií, inokulaãních i produkãního, bylo vÏdy stejné.
Tab. 1A, B: SloÏení médií inokulaãních (1A, vlevo) a produkãního (1B, vpravo)
4.2.1. Uchovávání kultur
Kultury kvasinek byly uchovávány na ‰ikm˘ch sladinov˘ch agarech o objemu 4 ml pﬁi 4 °C
za tmy. Tuhé médium obsahovalo 7° sladinu, 3% (w/v) agar a vodu. KaÏd˘ch ãtrnáct dní byly
kvasinky pﬁeoãkovány na novou sérii agarÛ.
 glukóza 40 g 
(NH4)2SO4  5 g
 5 gKH2PO4
MgSO4 0,34 g 0,34 g
 7 g
odstátá voda 1000 ml
glukóza 30 g 
(NH4)2SO4 4 g 
KH2PO4 4 g 
MgSO4
odstátá voda 1000 ml




Produkãní médium (obvykle o celkovém objemu 250 ml) bylo rozdûleno na 100 ml urãen˘ch
pro izolaci a anal˘zu karotenoidÛ a na 150 ml pro izolaci a anal˘zu bílkovin a DNA. Po centri-
fugování pﬁi 5000 otáãkách po dobu 10 minut byly buÀky promyty destilovanou vodou a opût
stoãeny. Biomasa byla nakonec suspendována ve fyziologickém roztoku a uloÏena v mrazniã-
ce pﬁi –20 °C.
4.2.3. Kultivace kvasinek za stresov˘ch podmínek
Pro ovlivnûní produkce karotenoidÛ byl podle pﬁedchozích studií [26, 50, 51] vybrán soln˘
a oxidaãní stres. Soln˘ stres byl indukován pﬁídavkem 2% a 5% NaCl a peroxidov˘ stres pﬁí-
davkem 2 mM a 5 mM H2O2 do produkãních médií. Souãasnû byla vÏdy kultivována srovná-
vací kultura daného kvasinkového kmene bez pﬁidan˘ch stresov˘ch faktorÛ.
V jednotliv˘ch odebran˘ch vzorcích byla sledována absorbance pﬁi 630 nm (turbidimetrické
stanovení biomasy), morfologie bunûk za úãelem vylouãení neÏádoucí kontaminace bakterie-
mi, obsah karotenoidÛ, ergosterolu, lykopenu, fytoenu, proteinov˘ profil pomocí 1D a 2D gelo-
vé elektroforézy a anal˘za DNA metodou PFGE.
4.3. Metody sledování rÛstu
4.3.1. RÛstová kﬁivka
RÛstová charakteristika byla provedena pouze u kvasinky Rhodotorula rubra, protoÏe expe-
rimenty s produkcí karotenoidÛ s ostatními zde pouÏívan˘mi kvasinkov˘mi kmeny byly jiÏ pro-
vedeny v dﬁívûj‰ích pracích [26, 50, 51]. V dﬁíve proveden˘ch kultivacích bylo opakovanû zji‰-
tûno, Ïe tyto kvasinkovité kmeny produkují zv˘‰ené mnoÏství karotenoidÛ v 70.-80. hodinû rÛs-
tu, ãehoÏ bylo vyuÏito pro dal‰í experimenty [26, 50].
RÛstová charakteristika u kvasinky Rhodotorula rubra byla stanovována v pﬁedem urãen˘ch
ãasov˘ch intervalech vÏdy stejn˘m zpÛsobem. Pro kaÏd˘ plánovan˘ odbûr byla zaoãkována
z téhoÏ inokula jedna produkãní Erlenmayerova baÀka o objemu 250 ml se 100 ml produkãní-
ho média. 1 ml suspenze byl pouÏit ke stanovení zákalu a mikroskopickému pozorování pro
vylouãení kontaminace, 10 ml ke stanovení hmotnosti su‰iny a 50 ml ke stanovení karotenoid-
ních barviv a ergosterolu metodou HPLC. Získané údaje byly zpracovány v programu Excel
2003.
4.3.2. Stanovení su‰iny
10 ml kultury z rÛstové kﬁivky, jenÏ bylo urãeno pro stanovení su‰iny, se zcentrifugovalo
a promylo 10 ml destilované vody. Vzorek byl opût zcentrifugován, suspendován v 1 ml desti-
lované vody, nalit do pﬁedem vysu‰ené a zváÏené váÏenky a vysu‰en do konstantní hmotnosti
pﬁi teplotû 105 °C. Po ochlazení na laboratorní teplotu v exsikátoru a zváÏení na analytick˘ch
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vahách byla z rozdílÛ hmotností prázdné váÏenky a váÏenky s vysu‰en˘m vzorkem stanovena
hmotnost su‰iny v kaÏdém vzorku.
4.3.3. Stanovení zákalu turbidimetricky
1 ml suspenze z rÛstové kﬁivky byl naﬁedûn destilovanou vodou 10x na v˘slednou hodnotu
absorbance odpovídající rozsahu spektrofotometru. Z tohoto dÛvodu byla v‰echna ostatní mûﬁe-
ní pﬁepoãítána na desítková, coÏ také ulehãilo následná vyhodnocování dat. U takto naﬁedûn˘ch
vzorkÛ byl stanoven zákal pﬁi 630 nm oproti destilované vodû a ze získan˘ch dat byla stanove-
na kalibraãní závislost mezi mnoÏstvím su‰iny a absorbancí metodou lineární regrese v progra-
mu Excel 2003. Ke stanovení narostlé biomasy bylo následnû pﬁepoãítáno mnoÏství su‰iny z hod-
not absorbance pﬁi 630 nm podle kalibraãní kﬁivky. Pro ostatní srovnávané kmeny kvasinek byly
pouÏity kalibraãní závislosti mnoÏství narostlé biomasy z v˘‰e zmínûn˘ch experimentÛ z pﬁed-
cházejících prací [26, 50, 51].
4.3.4. Mikroskopické pozorování bunûk
Naﬁedûná suspenze pro turbidimetrické stanovení zákalu byla také pozorována pod mikro-
skopem pro vylouãení potenciální kontaminace kultury. Kapka takto naﬁedûné suspenze byla
pﬁenesena na podloÏní sklíãko, pﬁekryta krycím sklíãkem a mikroorganismy byly následnû pozo-
rovány pod mikroskopem pﬁi zvût‰ení 640x. V˘ sledky byly zachycené digitální kamerou a zpra-
cované pomocí poãítaãového softwaru Lucia.
4.4. Izolace a anal˘za karotenoidÛ
JelikoÏ jsou karotenoidy a ergosterol souãástí lipidické frakce bunûk, je moÏné k jejich izo-
laci pouÏít nûkolikastupÀovou extrakci spojenou se zm˘delnûním vzorkÛ.
4.4.1. Izolace karotenoidÛ a ergosterolu zm˘delnûním
BuÀky kvasinek byly ve tﬁecí misce dÛkladnû dezintegrovány v 50 ml acetonu. Poté k nim
bylo pﬁidáno 50 ml 10% alkoholického roztoku hydroxidu draselného a vzniklá smûs byla zm˘-
delÀována po dobu 30 minut na vodní lázni pﬁi teplotû 90 °C. Zm˘delnûn˘ odparek byl po ochla-
zení podroben 3x extrakci diethyleterem a spojené etherové frakce byly poté odpaﬁeny na vaku-
ové odparce.
10% alkoholick˘ roztok hydroxidu draselného byl pro izolaci karotenoidÛ pﬁipravován vÏdy
ãerstv˘. 25 g hydroxidu draselného se rozpustilo za intenzivního míchání v 50 ml destilované
vody. Do odmûrné baÀky na 250 ml bylo nalito necel˘ch 200 ml 96% ethanolu a pﬁilit roztok
hydroxidu draselného ve vodû. Odmûrná baÀka se poté doplnila 96% ethanolem po rysku.
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4.4.2. Anal˘za karotenoidÛ a ergosterolu metodou HPLC/UV-VIS
K chromatografické anal˘ze karotenoidÛ a ergosterolu byla pouÏita sestava HPLC/UV-VIS
od firmy ECOM spol. s r. o. Ke zpracování dat a chromatogramÛ byl pouÏit program Clarity.
4.4.2.1. Pﬁíprava vzorku pro HPLC
Odparky vzorkÛ, které byly pﬁipraveny postupem uveden˘m v kapitole 4.4.1., byly rozpu‰-
tûny v 1 ml ethanolu pro HPLC a pﬁefiltrovány pomocí jednorázov˘ch membránov˘ch filtrÛ
PRE-CUT do mikrocentrifugaãních zkumavek. Pﬁed anal˘zou byly vzorky vÏdy odstﬁedûny na
mikrocentrifuze a po nanesení vzorkÛ byly uchovávány v mrazniãce pﬁi –20 °C pro pﬁípadné
dal‰í anal˘zy.
4.4.2.2. Podmínky separace
Anal˘za karotenoidÛ a ergosterolu metodou HPLC probíhala za izokratick˘ch podmínek pﬁi
prÛtoku mobilní fáze 1,1 ml.min–1 a teplotû 45 °C na nerezové kolonû s pﬁedﬁazenou pﬁedkolo-
nou s fotometrickou detekcí pﬁi vlnové délce odpovídající maximu absorbance pﬁíslu‰né analy-
zované látky (450 nm pro karotenoidy a lykopen; 285 nm pro ergosterol a fytoen). Vzorek byl
na kolonu dávkován ventilem s dávkovací smyãkou o objemu 20 µl. Jako mobilní fáze byl pro
anal˘zu karotenoidÛ a lykopenu pouÏit methanol pro HPLC a pro anal˘zu ergosterolu a fytoe-
nu smûs acetonitril: methanol pro HPLC v pomûru 95:5.
4.4.2.3. Identifikace a kvantifikace karotenoidÛ a ergosterolu
Identifikace byla provedena na základû retenãních ãasÛ standardÛ karotenoidÛ vyhodnoce-
n˘ch pomocí UV-VIS detekce. Stanovení mnoÏství vybran˘ch karotenoidÛ bylo provedeno
pomocí externí kalibrace metodou kalibraãní kﬁivky. Ke kvantitativnímu vyhodnocení byla pou-
Ïita závislost plochy píku jednotliv˘ch standardÛ na koncentraci.
4.5. Izolace a anal˘za bílkovin
Bílkoviny z kvasinkov˘ch bunûk byly izolovány kombinovanou mechanickou a chemickou
metodou pomocí sklenûn˘ch kuliãek a hydroxidu sodného nebo dodecylsulfátu sodného a násled-
nû analyzovány metodou PAGE-SDS a 2D elektroforézou ve spolupráci s Laboratoﬁí funkãní
genomiky a proteomiky PﬁF MU v Brnû.
4.5.1. Izolace bílkovin
K cca 0,5 g vlhké váhy bunûk kvasinek v mikrocentrifugaãních zkumavkách byl pﬁidán 1 ml
0,2 mol/l NaOH a 4 ‰pachtliãky sklenûn˘ch kuliãek o prÛmûru 160 µm. Po promíchání na vor-
texu byla tato smûs inkubována pﬁi laboratorní teplotû 10 minut, promíchána a centrifugována
10 minut pﬁi 5000 otáãkách. Dále bylo pﬁidáno 500 µl vzorkového pufru a vzorek se nechal
10 minut povaﬁit na vodní lázni.
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Obdobn˘ postup byl pouÏit˘ i pro izolaci bílkovin s dodecylsulfátem sodn˘m (SDS). K buÀ-
kám bylo pﬁidáno 0,5 ml 10% SDS a 4 ‰pachtliãky sklenûn˘ch kuliãek. Smûs byla vortexována
a inkubována v chladu celkem 3x po sobû. Poté byl pﬁidán vzorkov˘ pufr v mnoÏství 300 µl
a smûs byla opût 10 minut povaﬁena.
Pﬁíprava vzorkového pufru
2,5 ml 0,5 mol/l Tris-HCl o pH 8,8 bylo smícháno se 4 ml 10% SDS, 2,5 ml glycerolu a 1 mg
bromfenolové modﬁi a následnû doplnûno na objem 10 ml redestilovanou vodou.
4.5.2. Elektroforéza intracelulárních bílkovin metodou PAGE-SDS
4.5.2.1. Pﬁíprava polyakrylamidového gelu
Separaãní gel
12,52 ml smûsi akrylamidu (AA) a N,N-metylen-bis-akrylamidu (BIS) (40% AA: 3,3% BIS
v pomûru 29:1) bylo smícháno s 10 ml separaãního pufru (1,5 mol/l Tris-HCl v redestilované
vodû o pH 8,8) a se 17,1 ml redestilované vody. Roztok byl po dobu 3 minut sonifikován pro
odstranûní bublin. Poté bylo opatrnû po kapkách pﬁidáno 0,4 ml SDS a 0,06 ml TEMED (N,N’-
tetramethylendiamin). Na závûr bylo pﬁidáno 0,12 ml iniciaãního ãinidla APS (ãerstvû pﬁipra-
ven˘ roztok 25% persíranu amonného v redestilované vodû). Po opatrném promíchání byl tak-
to pﬁipraven˘ gel nalit do prostoru mezi dvûma skly v nalévacím stojanu a pﬁevrstven destilo-
vanou vodou pro vytvoﬁení ostrého rozhraní.
Zaostﬁovací gel
1,25 ml smûsi AA:BIS bylo smícháno s 2,5 ml zaostﬁovacího pufru (0,5 mol/l Tris-HCl v rede-
stilované vodû o pH 6,8) a se 6,15 ml redestilované vody. Roztok byl sonifikován 3 minuty a dále
k nûmu bylo pﬁidáno 0,1 ml SDS, 0,045 ml TEMED a 60 µl APS.
Po zatuhnutí prvního separaãního gelu v aparatuﬁe a odlití destilované vody z povrchu byl
povrch prvního gelu je‰tû vysu‰en filtraãním papírem. Na separaãní gel byl poté nalit gel zaost-
ﬁovací, do kterého byl vloÏen umûlohmotn˘ hﬁeben na vytvoﬁení jamek pro naná‰ení vzorkÛ.
4.5.2.2. Pﬁíprava vzorkÛ
Vzorky bílkovin byly pﬁed anal˘zou centrifugovány 5 minut pﬁi 5000 otáãkách. K anal˘ze
bylo pouÏito 10 µl vzorku.
4.5.2.3. Elektroforéza
Sklenûné desky s gelem byly pﬁeneseny do elektroforetické aparatury, upevnûny ‰rouby a do
elektrodového prostoru byl nalit elektrodov˘ pufr (0,025 mol/l Tris/glycin SDS; 3g Tris,
14,4 g glycinu a 1 g SDS na 1 litr redestilované vody). Po vyjmutí hﬁebene byly do jamek naná-
‰eny vzorky. Elektrodová vana byla posléze uzavﬁena, bylo zapnuto chlazení a zdroj elektric-
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kého proudu. Elektroforéza byla ukonãena po doputování barevné zóny bromfenolové modﬁi ke
spodnímu okraji gelu a gel byl poté barven pro vizualizaci separovan˘ch bílkovin.
4.5.2.4. Barvení bílkovin v polyakrylamidovém gelu
Detekce bílkovin pomocí Coomassie Briliant Blue R-220
Po ukonãení elektroforézy byl gel pﬁenesen do nádoby s 96% ethanolem, poté byl opláchnut
destilovanou vodou a ponoﬁen na 5 minut do barvicí láznû sloÏené ze 45 ml ethanolu, 10 ml
kyseliny octové, 0,5 g Coomassie Briliant Blue R-250 ve 100 ml destilované vody. Nakonec byl
gel opût ponoﬁen do 7% kyseliny octové a odbarvován pﬁi nepﬁetrÏitém tﬁepání po dobu asi
12 hodin podle stupnû viditelnosti obarven˘ch bílkovin.
Detekce bílkovin pomocí barvení stﬁíbrem
Gel byl po ukonãení elektroforézy ponechán 30 minut ve fixaãním roztoku o sloÏení 50%
methanolu, 12% kyseliny octové, 35% formaldehydu v neionizované vodû. Poté byl 3x po sobû
prom˘ván po dobu 5 minut v prom˘vacím roztoku 35% ethanolu a následnû 2x po dobu 1 minu-
ty prom˘ván v roztoku zvy‰ujícím citlivost (0,02% Na2S2O3). Gel byl následnû znovu 3x po
dobu 5 minut prom˘ván v prom˘vacím roztoku a na 20 minut ponoﬁen do barvicího roztoku
(0,2% AgNO3, 30% formaldehyd). Opût následovalo 2x opakované jednominutové proplách-
nutí. Poté následovala aplikace vyvíjecího roztoku (6% Na2CO3, 35% formaldehyd, 0,0004%
Na2S2O3) po dobu 10 minut. Teprve pﬁi aplikaci vyvíjecího roztoku mohly b˘t zaznamenány
jednotlivé zóny bílkovin. Nakonec byl pouÏit ukonãovací tzv. stop roztok (50% methanolu, 12%
kyselina octová), kter˘ vyvíjení gelu zastavil. V prÛbûhu tohoto barvení byl gel ve v‰ech rozto-
cích nepﬁetrÏitû tﬁepán na tﬁepaãce.
4.5.2.5. Vyhodnocení gelÛ
Gel byl po detekci bílkovin pﬁenesen do komory vizualizaãního systému Ultralum, vyfoto-
grafován a následné zpracování obrazu bylo provedeno programem Avion Image. JelikoÏ soft-
ware umoÏÀuje pouze ãernobíl˘ záznam obrazu, byly gely za úãelem získání barevného zázna-
mu skenovány.
4.5.3. Pﬁíprava vzorkÛ pro 2D elektroforézu
Vzorky pro anal˘zu kvasinkového proteomu metodou dvourozmûrné elektroforézy byly zpra-
covány následujícícm zpÛsobem: kultura kvasinek narostlá do 80. hodiny byla centrifugována
pﬁi 5000 ot/min po dobu 10 minut. Poté byly buÀky promyty nejprve vodou a centrifugovány,
následnû byly rozsuspendovány ve fyziologickém roztoku a lyofilizovány 24 hod. na zaﬁízení
od firmy Labconco (USA). Lyofilizát byl uchováván pﬁi –20 °C.
Lyofilizované buÀky byly dodány do Laboratoﬁe fukãní genomiky a proteomiky PﬁF MU
v Brnû, kde byla provedena 2D elektroforéza a zpracování v˘sledkÛ pomocí pﬁíslu‰ného soft-
ware. Celkové vyhodnocení 2D gelÛ, srovnání intenzity spotÛ a vlivu stresÛ, bylo jiÏ provede-
no na FCH VUT v Brnû.
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4.5.4. Izolace a anal˘za chromozomální DNA
Izolace chromozomální DNA v bloãcích
BuÀky kultur byly centrifugovány 5 minut pﬁi 3500 otáãkách, sediment byl suspendován
v 50 mmol/l roztoku EDTA o pH 7,5 a cel˘ tento postup byl 2x zopakován. Poté byly buÀky sus-
pendovány v 1 ml roztoku o sloÏení 10 mg/ml Novozymu 234 v 50 mmol/l EDTA o pH 7,5.
Tato suspenze byla promíchána se 3 ml „Low melting point“ agarózou rozpu‰tûnou
ve 125 mmol/l EDTA o pH 7,5 a teplotû 45 °C. Suspenze byla inkubována po dobu 30 minut pﬁi
37 °C a pipetována po 100 µl do pﬁedem pﬁipravené formy na bloãky, kde byla ponechána
30 minut pﬁi 4 °C aby ztuhla. Bloãky byly po ztuhnutí pﬁemístûny do kyvet s 5 ml roztoku slo-
Ïen˘m ze 4 mg/ml Novozymu 234 v LET pufru (500 mmol/l EDTA, 7,5% 2-merkaptofenol,
1M mmol/l Tris, pH 7,5) a ponechány inkubovat 16 hodin pﬁi 37 °C. Dále byly bloãky ponoﬁe-
ny do 5 ml NDS roztoku (2 mg/ml proteináza K v 500 mmol/l EDTA, 1% laurylsarkosin
a 10 mmol/l Tris, pH 7,5) a inkubovány 24 hodin pﬁi 50 °C. Tato inkubace byla zopakována
s ãerstv˘m roztokem NDS po dobu 16 hodin pﬁi 50 °C. Bloãky byly následnû dvakrát promyty
v 50 mmol/l EDTA o pH 7,5 a v tomto roztoku byly pﬁi 4 °C uchovány pro dal‰í pouÏití [52].
4.5.4.1. Dûlení kvasinkové DNA pulzní gelovou elektroforézou
Pulzní gelová elektroforéza se vyuÏívá k separaci vût‰ích fragmentÛ DNA, mezi které patﬁí
i chromozomální DNA izolovaná z kvasinek, která dosahuje velikosti nûkolik megapárÛ (Mb)
bází.
Pﬁíprava agarózového gelu
1,1 g agarózy „Premium“ bylo rozpu‰tûno ve 110 ml roztoku 0,5 mol/l TBE pufru (540 g Tris,
275 g H3BO3, 37,2 g EDTA rozpu‰tûné ve 2 mol/l NaOH o pH 8,3) v destilované vodû. Po roz-
pu‰tûní v mikrovlnné troubû a následném opatrném ochlazení, aby gel pﬁíli‰ neztuhl, bylo pﬁi-
dáno 11 µl ethidiumbromidu. Gel byl nalit na speciální desku, kde s vloÏen˘m umûlohmotn˘m
hﬁebenem tuhl asi 30 minut. Do jamek vznikl˘ch po vyndání hﬁebene byl naná‰en vzorek ve for-
mû bloãkÛ.
Pulzní gelová elektroforéza
Elektroforetická vana byla naplnûna 0,5 mol/l TBE pufrem, kter˘ zde byl pﬁed zapoãetím
anal˘zy vychlazen na teplotu cca 14 °C. Do pufru byla poté opatrnû ponoﬁena deska s gelem
a nanesen˘mi vzorky, na okraj vany byla upevnûna hexagonální elektroda a cel˘ prostor byl uza-
vﬁen víkem. Po nastavení poÏadovan˘ch podmínek na pﬁístroji Gene Navigátor a poÏadované-
ho proudu s napûtím na zdroji, byla elektroforéza spu‰tûna.
Vyhodnocení gelu
Gel byl po ukonãení elektroforézy pﬁenesen do komory vizualizaãního systému Ultralum,




5.1. RÛstové charakteristiky studovan˘ch kmenÛ
Ke srovnání rÛstov˘ch charakteristik karotenoidních kvasinkov˘ch kmenÛ byly vybrány kme-
ny Rhodotorula aurantiaca, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Sporobolomyces roseus,
Sporobolomyces salmonicolor a Sporobolomyces shibatanus. Ve‰keré provedené experimenty
s tûmito kmeny byly koncipovány jako srovnávací studie zamûﬁené na moÏnosti regulace pro-
dukce karotenoidÛ pomocí stresov˘ch faktorÛ a na metabolické zmûny, které probíhají v buÀ-
kách vystaven˘m stresov˘m podmínkám. Cílem této práce je najít kvasinkov˘ kmen, kter˘ by
byl schopen nadprodukce karotenoidních pigmentÛ a souãasnû si dokázal zachovat vût‰inu rÛsto-
v˘ch a metabolick˘ch vlastností. V‰echny tyto vybrané kmeny byly podrobeny anal˘zám na
úrovni metabolomu, proteomu a genomu.
5.1.1. Morfologie vybran˘ch kmenÛ kvasinek
Nejprve byly u vybran˘ch kmenÛ sledovány jejich morfologické vlastnosti pomocí svûtel-
ného mikroskopu. V‰echny mikroskopické snímky jsou poﬁízené pﬁi zvût‰ení 640x.
Obr 1: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Rhodotorula aurantiaca
Obr 2: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Rhodotorula glutinis
( 37 )
Obr. 3: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Rhodotorula rubra
Jak je patrné z mikroskopick˘ch snímkÛ, jsou kvasinky v‰ech tﬁí kmenÛ Rhodotorula auran-
tiaca, Rhodotorula glutinis i Rhodotorula rubra charakteristické kulat˘m tvarem bunûk, které
se mohou spojovat do krat‰ích ﬁetízkÛ (Obr. 1, 2, 3). Souãasnû je patrná i tenká vrstva pigmen-
tÛ lokalizovaná na vnitﬁní ãásti cytoplazmatické membrány.
Obr. 4: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Sporobolomyces roseus
Obr. 5: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Sporobolomyces salmonicolor
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Obr. 6: Mikroskopick˘ snímek kvasinky Sporobolomyces shibatanus
Kvasinky Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus mají buÀky jiÏ více protáh-
lého tvaru, Sporobolomyces salmonicolor je na rozdíl od tûchto dvou kvasinek s buÀkami kula-
t˘mi (Obr. 4, 5, 6). Není zde také patrné spojení jednotliv˘ch bunûk do ﬁetízkÛ, jako tomu bylo
u kvasinek Rhodotorula.
5.1.2. RÛstové charakteristiky
Stanovení rÛstov˘ch charakteristik (rÛstová kﬁivka; produkce biomasy) dan˘ch mikroorga-
nismÛ je dÛleÏité pro anal˘zu vybran˘ch metabolitÛ i pro pochopení fyziologie zkouman˘ch
kmenÛ kvasinek. Kompletní rÛstová kﬁivka vyjadﬁující závislost nárÛstu biomasy v ãase byla
provedena pouze u kmene Rhodotorula rubra. Pro snadnûj‰í stanovení mnoÏství su‰iny v jed-
notliv˘ch vzorcích byla nejprve sestavena kalibraãní kﬁivka, která vyjadﬁuje závislost mezi mnoÏ-
stvím su‰iny a zákalem rÛznû koncentrovan˘ch suspenzí kvasinek. Ostatní rÛstové charakteris-
tiky byly pﬁevzaty z jiÏ proveden˘ch experimentÛ v dﬁívûj‰ích pracích [26, 50, 51].
5.1.2.1. Kalibraãní závislosti narostlé biomasy a zákalu
Kultivace kvasinky Rhodotorula rubra i postup pro sestavení kalibraãní závislosti byly jiÏ
popsány v kapitolách 4.2 a 4.3. Kalibraãní kﬁivka vãetnû regresní rovnice je uvedena v grafu 1.
Regresní rovnice ostatních zde studovan˘ch kmenÛ, u kter˘ch byla rÛstová charakteristika jiÏ
provedena v minulosti, jsou pro srovnání uvedeny v Tab. 1. Pomocí tûchto regresních rovnic
byla pozdûji vyjádﬁena produkce analyzovan˘ch pigmentÛ vztaÏena na hmotnost su‰iny a také
mnoÏství vyprodukované su‰iny zkouman˘mi kmeny kvasinek.
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Tab. 1: Regresní rovnice vybran˘ch kvasinek [26, 50, 51]
5.1.2.2. RÛstová kﬁivka kvasinky Rhodotorula rubra
Tab. 2: Hodnoty absorbance a obsahu su‰iny v závislosti na dobû kultivace u R. rubra
doba kultivace (hod) A 630
0 0,1285 0 
4 0,244 1,11 
8 0,609 2,91 
12 0,922 4,54 
24 1,765 8,035 
28 2,715 9,77 
32 2,2675 9,585 
36 2,495 10,55 
48 2,945 12,375 
52 3,045 13,46 
56 3,0875 13,805 
60 3,075 13,64 
72 3,005 13,69 
76 2,96 13,69 
80 3,02 14,45 
84 3,275 14,15 
96 3,3025 12,99 
100 3,03 12,7 
104 2,695 11,84 
su‰ina (g/l)
Regresní rovnice vybran˘ch kvasinek 
Rhodotorula aurantiaca y = 0,2047x - 0,0184 
Rhodotorula glutinis y = 0,1974x - 0,0234 
Sporobolomyces roseus y = 0,2421x - 0,0488 
Sporobolomyces salmonicolor y = 0,2047x - 0,0184 
Sporobolomyces shibatanus y = 0,2047x - 0,0184 
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Graf 1: Kalibraãní kﬁivka kvasinky Rhodotorula rubra
Graf 2: Závislost absorbance na dobû kultivace
Graf 3: Závislost nárÛstu biomasy na dobû kultivace
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Kalibraãní kﬁivka kvasinky Rhodotorula rubra je zobrazena v Tab. 2 a v grafu 1. Ze získa-
n˘ch v˘sledkÛ je jasnû patrné, Ïe kalibraãní kﬁivka je striktnû lineární. RÛstová kﬁivka kvasin-
ky Rhodotorula rubra vykazuje dvoustupÀov˘ nárÛst biomasy s prodlouÏenou stacionární fází
(grafy 2, 3), coÏ je typické i pro jiné karotenogenní kvasinky [26, 50]. První pﬁechod z expo-
nenciální fáze do stacionární lze zaznamenat kolem 48. hodiny kultivace, druhé maximum poté
kolem 80. hodiny.
5.2. Izolace a anal˘za karotenoidÛ a ergosterolu
V prÛbûhu celé práce byl nejsledovanûj‰ím pigmentem β-karoten, kter˘ je tvoﬁen v‰emi sle-
dovan˘mi kvasinkami v nejvût‰ím mnoÏství. Dal‰ími analyzovan˘mi metabolity byly α-karo-
ten, fytoen, ergosterol a lykopen. Stanovení v‰ech metabolitÛ bylo provedeno metodou HPLC,
které pﬁedcházela izolace pomocí extrakce acetonem s následn˘m zm˘delnûním.
5.2.1.Kalibraãní kﬁivky karotenoidÛ a ergosterolu
Pﬁi sestavování kalibraãních kﬁivek pro α-karoten, β-karoten, lykopen a ergosterol bylo nej-
prve 10 mg standardu rozpu‰tûno ve 25 ml ethanolu. Z takto vzniklého zásobního roztoku byla
pﬁipravena koncentraãní ﬁada, která byla následnû promûﬁena pomocí HPLC. Pro kaÏdou kon-
centraci kalibraãních závislostí byl pﬁíslu‰n˘ vzorek analyzován dvakrát a pro konstrukci kalib-
raãní pﬁímky byla pouÏita prÛmûrná hodnota ze dvou mûﬁení. Ze získan˘ch ploch píkÛ byla
následnû sestavena kalibraãní kﬁivka, která slouÏila pro v˘poãet obsahu karotenoidních pigmentÛ
a ergosterolu v analyzovan˘ch vzorcích (grafy 4, 5, 6).
Graf 4: Kalibraãní kﬁivka α-karotenu
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Graf 5: Kalibraãní kﬁivka β-karotenu
Graf 6: Kalibraãní kﬁivka lykopenu
Kalibraãní kﬁivka pro ergosterol byla pﬁevzata z pﬁedchozí práce realizované v loÀském roce,
kde regresní rovnice pro ergosterol je ve tvaru: y = 64403x + 132,7 (mg/ml) [50]. Anal˘za ergos-
terolu byla provedena na stejné kolonû, pro kterou byla zkonstruována uvedená kalibrace.
5.2.2. Produkce karotenoidÛ v prÛbûhu rÛstu kvasinek
V prÛbûhu rÛstu kvasinky Rhodotorula rubra byl kromû zákalu a nárÛstu biomasy také sle-
dován obsah α-karotenu, β-karotenu a lykopenu. Produkce tûchto metabolitÛ jsou uvedeny v gra-
fu 7 a tabulce 3. Anal˘za probíhala metodou HPLC s UV/VIS detekcí. KaÏd˘ vzorek byl ana-
lyzován dvakrát, v tabulce jsou uvedeny prÛmûrné hodnoty.
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Tab. 3: MnoÏství vyprodukovan˘ch metabolitÛ v ãase u R. rubra
Graf 7: Produkce vybran˘ch pigmentÛ bûhem kultivace kvasinky Rhodotorula rubra
Majoritním produkovan˘m pigmentem je β-karoten s prvním maximem kolem 48. hodiny
kultivace (pﬁechod do stacionární fáze), a jehoÏ mnoÏství v˘raznû narÛstá i kolem 80. hodiny
kultivace (druhé maximum). Zv˘‰ené produkce jsou tedy ve stacionárních fázích rÛstové kﬁiv-
ky (viz graf 3). Také u α-karotenu lze vysledovat, tak jako u pﬁede‰lého pigmentu, nárÛst pro-
dukce kolem 48. a 80. hodiny kultivace, coÏ koresponduje s grafem 3 rÛstové kﬁivky. Produkci
lykopenu lze bûhem celé kultivace povaÏovat s men‰ími odchylkami za konstantní, tedy bez
v˘razn˘ch zmûn, coÏ odpovídá jeho roli bezprostﬁedního metabolického prekurzora karotenÛ.
Ostatní ze sledovan˘ch metabolitÛ – fytoen a ergosterol nebyly z technick˘ch dÛvodÛ bûhem
rÛstu kvasinky Rhodotorula rubra analyzovány.
5.3. Zmûny morfologie, obsahu pigmentÛ a ergosterolu 
pﬁi pÛsobení stresov˘ch faktorÛ
Vystavení Ïiv˘ch organismÛ pÛsobení chemick˘ch stresov˘ch faktorÛ vyvolává velice ãasto
modifikace metabolick˘ch drah v souvislosti s aktivací nejrÛznûj‰ích adaptaãních a reparaãních
28 23,24 18,2 3,26 
36 12,12 6,13 0,2 
48 38,68 24,54 4,81 
48 82,07 35,37 2,79 
52 28,41 16,18 1,9 
56 35,93 25,01 3,85 
56 13,95 8,28 0,74 
80 94,01 44,13 2,43 
kultivace (hod) β-karoten α-karoten lykopen
mnoÏství vyprodukovaného metabolitu (mg/g)
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mechanismÛ. Tím lze tedy navodit ﬁízenou zmûnu metabolismu, která vyvolá nadprodukci urãi-
tého metabolitu vyuÏitelného v prÛmyslovém mûﬁítku.
Následující experimenty byly zamûﬁeny nejen na schopnost adaptace analyzovan˘ch karote-
noidních kvasinek pﬁi pÛsobení chemick˘ch ãinidel bûhem rÛstu kultury, ale také na schopnost
produkce karotenoidních pigmentÛ a jin˘ch metabolitÛ tûmito kvasinkami. Pﬁitom produkce pig-
mentÛ mÛÏe slouÏit jako jeden z hlavních adaptaãních mechanismÛ kmene na aplikovan˘ stres.
V‰ech ‰est zkouman˘ch kmenÛ kvasinek, které byly pﬁidány do produkãního média, bylo vysta-
veno pÛsobení chemick˘ch faktorÛ o stejné koncentraci. Cílem bylo porovnat úãinky stresu na
dané kultury kvasinek a nalézt optimální podmínky pro vy‰‰í produkci karotenoidÛ a ergoste-
rolu, která souãasnû nepovede k destrukci kultury. Ze srovnávací studie by pak bylo moÏné
vybrat optimální prÛmyslové producenty. Kultivaãní techniky byly popsány v kapitole 4.2, izo-
lace a anal˘za pigmentÛ a ergosterolu v kapitole 4.4. V‰echny anal˘zy byly provedeny dvakrát,
v˘sledky jsou uvedeny ve formû prÛmûrn˘ch hodnot z obou mûﬁení (Tab. 4).
5.3.1. Morfologické zmûny kvasinek po pÛsobení stresov˘ch faktorÛ
U v‰ech zkouman˘ch kvasinek byla sledována morfologie po vystavení stresov˘m podmín-
kám a porovnána s kontrolním vzorkem. V‰echny mikroskopické snímky jsou poﬁízeny pﬁi zvût-
‰ení 640x.
Obr. 7: Morfologie kvasinky R. aurantiaca
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
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Obr. 8: Morfologie kvasinky R. glutinis
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
Z morfologie zejména R. aurantiaca je patrná zv˘‰ená akumulace pigmentÛ pﬁi 2% NaCl
a 2 mM peroxidovém stresu; podobnû je tomu u R. glutinis; u R. rubra je produkce pigmentÛ
asi o 1 ﬁád niÏ‰í a rozdíly mezi stresy nejsou aÏ tak patrné.
Obr. 9: Morfologie kvasinky R. rubra
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
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Obr. 10: Morfologie S. roseus
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
Obr. 11: Morfologie S. salmonicolor
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
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Obr. 12: Morfologie S. shibatanus
(nahoﬁe zleva: kontrola, 2% NaCl, 5% NaCl, 
dole zleva: 2 mM H2O2, 5 mM H2O2)
PﬁestoÏe pﬁi zvoleném zvût‰ení jsou zmûny v morfologii kmenÛ rodu Salmonicolor obtíÏnû
viditelné, lze u peroxidov˘ch stresÛ zaznamenat zvût‰ení bunûãn˘ch obalÛ oproti kontrolním
vzorkÛm, coÏ mÛÏe b˘t zpÛsobeno akumulací pigmentÛ na vnitﬁní stranû cytoplazmatické mem-
brány. U kvasinek Sporobolomyces aurantiaca a Sporobolomyces shibatanus do‰lo v dÛsledku
vystavení stresÛm také ke zmûnû morfologie. Stresované buÀky na rozdíl od kontrolního vzor-
ku jsou kulatûj‰í.
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Tab. 4: Zmûny obsahu metabolitÛ u analyzovan˘ch kvasinek Rhodotorula glutinis (RG),
Rhodotorula rubra (RR), Rhodotorula aurantiaca (RA), 
Sporobolomyces roseus (SR), Sporobolomyces salmonicolor (SSa) 
a Sporobolomyces shibatanus (SSh),
n.d. – nedetekováno.
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RG RR RA SR SSa SSh 
stresov˘
faktor
su‰ina kontrola 10,90 9,53 4,69 9,04 5,83 3,58 
(g/l) 2% NaCl 9,23 8,09 6,11 3,30 4,14 2,82 
5% NaCl 8,41 6,76 4,63 3,32 3,13 2,39 
2mM H2O2 10,30 6,09 7,02 3,68 5,08 3,95 
5mM H2O2 7,21 7,94 6,77 3,89 1,95 2,85 
fytoen kontrola 2812,07 19186,92 3425,99 2002,01 4646,98 3784,65
(plocha píku / g su‰.) 2% NaCl 5742,07 35502,09 6685,55 9118,03 5515,24 7384,58
5% NaCl 3009,58 14972,88 733,30 7356,34 6107,82 40,20 
2mM H2O2 9206,53 26252,88 7535,77 2678,53 5556,02 7502,31
5mM H2O2 917,11 21453,09 668,54 3882,73 5111,48 90,58 
lykopen kontrola 2,92 2,93 7,33 18,42 nd 15,56 
(µg / g su‰.) 
(µg / g su‰.) 
2% NaCl 11,57 1,58 12,21 47,87 nd 13,65 
5% NaCl 14,54 3,89 2,63 2,90 nd 24,07 
2mM H2O2 1,79 1,74 11,31 11,63 nd 3,23 
5mM H2O2 3,55 0,81 2,76 25,93 26,19 1,78 
-karoten
(µg / g su‰.) 
(µg / g su‰.) 
-karoten
kontrola 70,24 18,65 55,82 160,08 nd 105,04 
2% NaCl 172,92 17,95 66,98 439,50 nd 146,15 
5% NaCl 82,47 10,98 13,57 84,65 nd 4,77 
2mM H2O2 320,64 30,37 72,82 138,17 nd 233,49 
5mM H2O2 37,07 10,52 17,60 251,61 195,40 5,75 
kontrola 207,52 47,11 268,57 491,80 174,33 517,42 
2% NaCl 404,55 45,95 298,87 729,34 469,61 782,66 
5% NaCl 233,40 25,05 41,91 336,93 734,61 12,29 
2mM H2O2 329,02 58,64 256,61 362,50 966,16 882,47 
5mM H2O2 138,24 38,24 45,82 734,23 830,81 10,25 
ergosterol kontrola 1240,84 287,11 2620,13 2019,25 3919,58 4326,24
2% NaCl 1588,13 538,52 1619,57 5689,69 4154,90 5565,82
5% NaCl 964,72 215,58 640,50 4519,16 4446,21 868,21 
2mM H2O2 1771,04 392,40 1755,57 2586,32 4659,76 3894,12
5mM H2O2 663,82 320,13 661,02 3600,01 3860,88 1632,20
5.3.2. Zmûna obsahu biomasy, pigmentÛ a ergosterolu u kvasinek rodu Rhodotorula
Graf 8: RÛst kvasinek za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
NárÛst biomasy u kontrolních vzorkÛ a po pÛsobení jednotliv˘ch stresÛ se u kvasinek Rho-
dotorula glutinis a Rhodotorula rubra pﬁíli‰ neli‰í. Zmûna je vidût v porovnání s tﬁetím kmenem
Rhodotorula aurantiaca, která vyprodukovala asi 2x men‰í mnoÏství biomasy neÏ pﬁede‰lé dva
kmeny a také peroxidové stresy zde vyvolaly oproti dvûma pﬁedchozím kvasinkám mírn˘ nárÛst
v produkci biomasy (graf 8). Celkovû lze ﬁíci, Ïe rÛst biomasy kmenÛ rodu Rhodotorula nebyl
vnûj‰ím stresem v pouÏité koncentraci ovlivnûn více neÏ o 20%, k poklesu biomasy docházelo
zejména pﬁi vy‰‰í (5%) koncentraci NaCl v produkãním médiu.
Graf 9: Produkce fytoenu za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
Pﬁi produkci fytoenu pﬁevy‰uje kvasinka Rhodotorula rubra ostatní dva kmeny témûﬁ 6x; nej-
vy‰‰í produkce fytoenu byla namûﬁena pﬁi vystavení kultury pÛsobení solného stresu (2% NaCl).
MnoÏství fytoenu je tady více neÏ dvojnásobné na rozdíl od kontrolního vzorku (graf 9).
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Graf 10: produkce lykopenu za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
Na rozdíl od pﬁede‰lého grafu je produkce lykopenu pﬁi vystavení kultur jednotliv˘ch kvasi-
nek pÛsobení stresÛ zcela opaãná. Kvasinka Rhodotorula rubra vyprodukovala nejmen‰í mnoÏ-
ství lykopenu v porovnání s ostatními kvasinkami. Nejvy‰‰í produkce byla zaznamenána po pﬁi-
dání 5% NaCl do produkãního média u kvasinky Rhodotorula glutinis (graf 10). Produkce lyko-
penu je zde asi 7x vy‰‰í nejen v porovnání s kontrolním vzorkem, ale i s kvasinkou Rhodotorula
rubra pﬁi pouÏití stejného stresu. Rhodotorula aurantiaca se od ostatních kvasinek li‰í v nízkém
mnoÏství vyprodukovaného lykopenu pﬁi pﬁidání 5% NaCl do média a naopak v˘razn˘m témûﬁ
trojnásobn˘m vzrÛstem produkce lykopenu oproti ostatním kvasinkám pﬁi pouÏití 2 mM H2O2
jako stresového faktoru. Produkce 2% solného a 2 mM peroxidového stresu vyvolala skoro dvoj-
násobné mnoÏství tvorby lykopenu oproti kontrole (graf 10).
Graf 11: Produkce α-karotenu za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
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Produkce α-karotenu se u jednotliv˘ch kvasinek v˘raznû li‰í. Nejménû ho vyprodukovala
kvasinka Rhodotorula rubra a to bez vût‰ích zmûn pﬁi jednotliv˘ch stresech i v kontrolním
vzorku. U kvasinky Rhodotorula aurantiaca jsou nepatrné rozdíly v mnoÏství vyprodukované-
ho α-karotenu v kontrolním vzorku a pﬁi pouÏití 2% solného a 2 mM peroxidového stresu. Tyto
hodnoty jsou asi 3x vy‰‰í neÏ pﬁi pÛsobení zbyl˘ch dvou stresÛ. Rhodotorula glutinis vyprodu-
kovala nejvy‰‰í mnoÏství α-karotenu ze v‰ech tﬁí kmenÛ. Nejvy‰‰í nárÛst pigmentu, a to témûﬁ
sedminásobn˘ oproti kontrole, je patrn˘ pﬁi pouÏití 2 mM peroxidového stresu (graf 11).
Graf 12: Produkce β-karotenu za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
Pﬁi produkci β-karotenu je zaznamenán obdobn˘ v˘sledek, jako tomu bylo u produkce lyko-
penu. Kvasinka Rhodotorula rubra vyprodukovala v porovnání se zb˘vajícími kvasinkami toho-
to pigmentu podstatnû mnohem ménû (a to aÏ 7x) a mnoÏství β-karotenu je pﬁi pouÏití jednotli-
v˘ch stresÛ i v kontrolním vzorku bez v˘razn˘ch zmûn. Rhodotorula aurantiaca se pﬁi produk-
ci pigmentu v˘raznû li‰í pﬁi pouÏití jednotliv˘ch stresÛ. 5% soln˘ a 5 mM peroxidov˘ stres
zpÛsobil mnohem men‰í, asi pûtinovou produkci β-karotenu oproti kontrole. Rhodotorula glu-
tinis vyprodukovala nejvíce β-karotenu pﬁi 2% solném a 2 mM peroxidovém stresu, a to asi
2x více neÏ u kontrolního vzorku (graf 12).
Z uveden˘ch v˘sledkÛ je patrné, Ïe pokud jde o produkci pigmentÛ, kmen R. rubra je vcel-
ku minimálnû citliv˘ k aplikovanému stresu a produkce je celkovû velmi nízká. Srovnáním
s vysokou hladinou fytoenu se nabízí vysvûtlení, Ïe kultivaãní podmínky u tohoto kmene neby-
ly v nûkterém z v˘znamn˘ch faktorÛ pﬁíznivé pro pﬁechod metabolismu od fytoenu k pigmen-
tovan˘m derivátÛm. Naopak druhé dva kmeny jsou dobr˘mi producenty karotenoidÛ, pﬁiãemÏ
produkci lze zv˘‰it pomocí externích stresov˘ch faktorÛ zejména u R. glutinis. Kvasinky Rho-
dotorula jsou odolné spí‰e vÛãi niÏ‰ím koncentracím aplikovan˘ch stresov˘ch faktorÛ.
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Graf 13: Produkce ergosterolu za stresov˘ch podmínek 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca)
Rhodotorula rubra vykazuje nejniÏ‰í hodnoty v produkci ergosterolu oproti zb˘vajícím dvû-
ma kvasinkám a produkce se v jednotliv˘ch stresech a kontrolním vzorku pﬁíli‰ neli‰í. Asi dvoj-
násobné mnoÏství ergosterolu vyprodukovala kvasinka Rhodotorula glutinis, pﬁiãemÏ nejvy‰‰í
mnoÏství bylo dosaÏeno pﬁi pouÏití 2 mM peroxidového stresu. Rhodotorula aurantiaca vypro-
dukovala nejvy‰‰í mnoÏství v kontrolním vzorku a pﬁi pouÏití stresÛ dosahuje témûﬁ shodné pro-
dukce pﬁi 2% solném a 2 mM peroxidovém stresu jako kvasinka Rhodotorula glutinis. Pﬁi pou-
Ïití 5% solného a 5 mM peroxidového stresu vyprodukovala ergosterol v poloviãním mnoÏství
neÏ u pﬁedchozích dvou stresÛ (graf 13).
Produkce ergosterolu kvasinkami Rhodotorula vykazuje podobné závislosti jako produkce
karotenoidÛ, pozitivní efekt u R. glutinis lze dosáhnout niÏ‰í koncentrací vnûj‰ího stresu.
( 53 )
5.3.3. Zmûna obsahu biomasy, pigmentÛ a ergosterolu 
u kvasinek rodu Sporobolomyces
Graf 14: RÛst kvasinek v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
NárÛst biomasy je u studovan˘ch kvasinek v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ podobn˘, vÏdy
v‰ak je produkce biomasy v kontrolní kultivaci vy‰‰í neÏ u stresovan˘ch kultur. Obzvlá‰È velk˘
pokles biomasy se projevil u kvasinky S. roseus; aÏ trojnásobnû vy‰‰í mnoÏství biomasy v kon-
trolní oproti stresované kultuﬁe (graf 14). Celkovû je produkce biomasy zástupci rodu Sporobo-
lomyces vÏdy více neÏ 2x, nûkdy i 3x niÏ‰í neÏ u kmenÛ rodu Rhodotorula.
Graf 15: Produkce fytoenu v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
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Kvasinka Sporobolomyces salmonicolor nevykazuje v produkci fytoenu v˘razné zmûny, jeví
se jako stabilní. U kvasinek ostatních je tomu naopak. U Sporobolomyces shibatanus pﬁi pÛso-
bení 5% solného a 5 mM peroxidového není detekovateln˘ témûﬁ Ïádn˘ fytoen, coÏ mÛÏe zna-
menat, Ïe tyto podmínky vedou k jeho maximální metabolizaci na dal‰í produkty. Naproti tomu
pﬁi pouÏití 2% solného a 2 mM peroxidového stresu je produkce fytoenu velmi vysoká, v porov-
nání s kontrolním vzorkem aÏ dvojnásobná. Kvasinka Sporobolomyces roseus vyprodukovala
nejvíce fytoenu pﬁi soln˘ch stresech. A to aÏ 2x více neÏ pﬁi stresech peroxidov˘ch nebo v kon-
trolním vzorku (graf 15).
Graf 16: Produkce lykopenu v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
U kvasinky Sporobolomyces salmonicolor byl detekovateln˘ lykopen pouze pﬁi pÛsobení
5 mM peroxidového stresu, prakticky ve stejném mnoÏství jako u kvasinky Sporobolomyces
roseus. Kvasinka Sporobolomyces roseus produkovala nejvíce lykopenu pﬁi pouÏití 2% solné-
ho stresu, a to témûﬁ 10x více neÏ pﬁi pouÏití 5% solného stresu. Pﬁi pouÏití peroxidov˘ch stre-
sÛ je produkce lykopenu v˘raznû niÏ‰í, poloviãní oproti kontrolnímu vzorku pﬁi 2 mM peroxi-
dovém stresu a skoro dvojnásobná pﬁi 5 mM peroxidovém stresu. Kvasinka Sporobolomces shi-
batanus oproti dvûma pﬁedchozím produkovala nejvíce lykopenu pﬁi 5% solném stresu, témûﬁ
dvojnásobné mnoÏství v porovnání s kontrolním vzorkem. Peroxidové stresy zde mûly za násle-
dek velice nízkou, pouze asi ãtvrtinovou produkci lykopenu oproti kontrole (graf 16).
Také v produkci α-krotenu je tomu u kvasinky Sporobolomyces salmonicolor stejnû jako
v pﬁede‰lém experimentu s produkcí lykopenu. NárÛst je zde moÏn˘ zaznamenat pouze v kul-
tuﬁe s pﬁídavkem 5 mM peroxidu do produkãního média. Kvasinka Sporobolomyces shibatanus
nevyprodukovala témûﬁ Ïádné mnoÏství α-karotenu pﬁi 5% solném a 5 mM peroxidovém stre-
su. Pﬁi 2% solném stresu je zaznamenán asi tﬁetinov˘ nárÛst produkce pigmentu oproti kontrol-
nímu vzorku a pﬁi 2 mM peroxidovém stresu více neÏ dvojnásobn˘. Kvasinka Sporobolomyces
roseus vyprodukovala pﬁi 2% solném stresu asi trojnásobné mnoÏství α-karotenu oproti kon-
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trolnímu vzorku. Pﬁi pouÏití 5 mM peroxidového stresu je toto mnoÏství skoro dvojnásobné
v porovnání s kontrolou. Pﬁi pouÏití ostatních stresÛ byla zaznamenána niÏ‰í produkce pigmen-
tu (graf 17).
Graf 17: Produkce α-karotenu v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
U kvasinky Sporobolomyces shibatanus je situace v produkci β-karotenu obdobná jako pﬁi
produkci pﬁede‰lého pigmentu. Pﬁi 5% solném a 5 mM peroxidovém stresu nejsou zaznamená-
ny témûﬁ Ïádné produkce pigmentu, kvasinka tedy není schopná odolat tak vysok˘m koncent-
racím stresového faktoru. Pﬁi 2% solném a 2 mM peroxidovém stresu bylo vyprodukováno asi
o tﬁetinu více β-karotenu oproti kontrole, niÏ‰í koncentrace stresu tedy pÛsobí stimulaãnû. Kva-
sinka Sporobolomyces roseus je na tom v produkci β-karotenu obdobnû jako u produkce α-karo-
tenu. 2% soln˘ a 5 mM peroxidov˘ stres zpÛsobil asi o tﬁetinu vy‰‰í nárÛst produkce pigmentu
oproti zb˘vajícím stresÛm. Kvasinka Sporobolomyces salmonicolor vykazuje podstatnû vy‰‰í
produkci β-karotenu ve srovnání s pﬁedchozími hodnocen˘mi pigmenty. V porovnání s kon-
trolním vzorkem bylo dosaÏeno nejvy‰‰í produkce β-karotenu, cca 1 mg pigmentu na gram su‰i-
ny. V‰echny pouÏité stresy mûly u této kvasinky za následek v˘znamn˘ nárÛst produkce pig-
mentu. 2% soln˘ stres vyvolal témûﬁ trojnásobnou produkci β-karotenu, 5% soln˘ stres skoro
ãtyﬁnásobnou, 5 mM peroxidov˘ více neÏ ãtyﬁnásobnou produkci a pﬁi 2 mM peroxidovém stre-
su bylo vyprodukováno 5x více β-karotenu neÏ je tomu u kontrolního vzorku (graf 18).
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Graf 18: Produkce β-karotenu v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
Z dosaÏen˘ch v˘sledkÛ lze uzavﬁít, Ïe kmeny rodu Sporobolomyces jsou hor‰ími celkov˘mi
producenty biomasy a rovnûÏ jsou ponûkud citlivûj‰í na exogenní stres. Pokud jde v‰ak o pro-
dukci biomasy, dochází u nich k v˘znamné indukci produkce pigmentÛ, a to druhovû specific-
ké – nûkdy vykazovaly lep‰í efekt stresy o niÏ‰í koncentraci, nûkdy o koncentraci vy‰‰í. Stabil-
ní vysokou koncentraci β-karotenu a ergosterolu indukovatelnou obûma typy stresu bylo moÏ-
né pozorovat zejména u kmene S. salmonicolor.
Graf 19: Produkce ergosterolu v pﬁítomnosti stresov˘ch faktorÛ 
(SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
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Kvasinka Sporobolomyces salmonicolor nevykazuje v˘razné zmûny v produkci ergosterolu
pﬁi vystavení stresov˘m podmínkám. Kvasinka Sporobolomyces shibatanus vyprodukovala
nejménû ergosterolu pﬁi 5% solném a 5 mM peroxidovém stresu, pﬁi 2 mM peroxidovém stresu
je mnoÏství ergosterolu témûﬁ shodné jako u kontrolního vzorku a pﬁi pÛsobení 2% solného stre-
su je toto mnoÏství asi o ãtvrtinu vût‰í. Kvasinka Sporobolomyces roseus vyprodukovala pﬁi sol-
n˘ch stresech v˘raznû více ergosterolu neÏ u peroxidov˘ch stresÛ. NárÛst oproti kontrolnímu
vzorku je asi trojnásobn˘ (graf 19).
Graf 20: Produkce β-karotenu sledovan˘ch kvasinkek u vybran˘ch stresÛ 
(RG – Rhodotorula glutinis, RR – Rhodotorula rubra, RA – Rhodotorula aurantiaca,
SR – Sporobolomyces roseus, SSa – Sporobolomyces salmonicolor, 
SSh – Sporobolomyces shibatanus)
Na základû dosaÏen˘ch v˘sledkÛ lze uzavﬁít, Ïe exogenní stres v optimální koncentraci mÛÏe
b˘t faktorem vhodn˘m k prÛmyslové aplikaci za úãelem zv˘‰ení produkce pigmentÛ kvasinka-
mi. Pﬁedtím je v‰ak tﬁeba posoudit, zda aplikovan˘ stresov˘ faktor nebude mít za následek nevrat-
né po‰kození znaãné ãásti metabolismu, které by se negativnû projevilo pﬁi dlouhodobé kulti-
vaci v pﬁítomnosti stresového faktoru. Proto byly v dal‰í ãásti práce provedeny studie zamûﬁe-
né na anal˘zu proteomu a integrity kvasinkového genomu.
5.4. Anal˘za proteomu
Jak bylo uvedeno v kapitole 2.5.5, syntetizují buÀky pﬁi vystavení rÛzn˘m stresÛm látky bíl-
kovinného pÛvody oznaãované jako HSP proteiny. Tyto proteiny buÀky chrání napﬁ. pﬁed úãin-
ky vysok˘ch teplot v kultivaãním prostﬁedí. V prostﬁedí stresu jsou dále indukovány rÛzné meta-
bolické enzymy, dochází ke zrychlení ãi zpomalení vybran˘ch metabolick˘ch drah zapojen˘ch
v adaptaãních mechanismech buÀky. K izolaci bílkovin z bunûk byly vybrány kvasinky rostou-
cí v podmínkách exogenních stresÛ (soln˘ a peroxidov˘). Byly sledovány rozdíly v sestavách
proteinÛ pomocí metody PAGE-SDS. Pﬁi izolaci bílkovin z bunûk analyzovan˘ch kvasinek byly
testovány dvû metody izolace proteinÛ z kvasinkov˘ch bunûk, a to pomocí sklenûn˘ch kuliãek
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kombinovan˘ch s hydroxidem sodn˘m nebo s dodecylsulfátem sodn˘m. Postup metod byl
popsán v kapitole 4.5.
5.4.1. Anal˘za proteomu metodou PAGE-SDS
Touto metodou byly analyzovány bílkoviny ze stresov˘ch kultivací analyzovan˘ch kvasinek.
Byly otestovány dvû metody barvení gelÛ, pomocí Coomassie Brilliant Blue a pomocí stﬁíbra.
Poﬁadí naná‰en˘ch vzorkÛ je uvedeno v pﬁiloÏen˘ch tabulkách 5-10.
5.4.1.1. PAGE-SDS u kvasinek Rhodotorula
Rhodotorula aurantiaca
Obr. 13: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky R. aurantiaca, 60 V, 8 hod
Tab. 5: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin kvasinky R. aurantiaca
1 proteinová smûs 6
2 proteiny z R. aurantiaca , kontrola, izolace NaOH 
3 proteiny z R. aurantiaca , kontrola, izolace SDS
4 proteiny z R. aurantiaca , 2% NaCl, izolace NaOH 
5 proteiny z R. aurantiaca , 2% NaCl, izolace SDS
6 proteiny z R. aurantiaca , 5% NaCl, izolace NaOH 
7 proteiny z R. aurantiaca , 5% NaCl, izolace SDS
8 proteiny z R. aurantiaca , 2mM H2O2, izolace NaOH 
9 proteiny z R. aurantiaca , 2mM H2O2, izolace SDS 
10 proteiny z R. aurantiaca , 5mM H2O2, izolace NaOH 
11 proteiny z R. aurantiaca , 5mM H2O2, izolace SDS 
12 proteinová smûs 5 
13 proteinová smûs 4 
dráha vzorku popis vzorku 
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Polyakrylamidov˘ gel po izolaci bílkovin z kvasinky Rhodotorula aurantiaca byl barven
pomocí Coomassie Brilliant Blue. Z gelu na Obr. 13 vypl˘vá, Ïe u kontrolního vzorku a u vzor-
kÛ stresovan˘ch peroxidem vodíku byla úspû‰nûj‰í metoda vyuÏívající izolaci hydroxidem sod-
n˘m. Vzorky vystavené solnému stresu vykazují stejnou intenzitu rozdûlen˘ch proteinÛ u obou
metod pouÏité izolace.
Rhodotorula glutinis
Obr. 14: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky R. glutinis
(vlevo barvení pomocí Coomassie Brilliant Blue, vpravo barvení stﬁíbrem), 65 V, 9 hod
Tab. 6: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin u kvasinky R. glutinis
U kvasinky Rhodotorula glutinis bylo pouÏito barvení polyakrylamidového gelu nejen pomo-
cí Coomassie Brilliant Blue, ale také stﬁíbrem. Jak je dobﬁe vidût z obrázku 14, je barvení stﬁíb-
rem mnohem citlivûj‰í. Jsou zde zﬁetelné jednotlivé frakce proteinÛ, které u barvení Coomassie
1 proteinová smûs 6 
2 proteiny z R. glutinis , kontrola, izolace NaOH 
3 proteiny z R. glutinis , kontrola, izolace SDS
4 proteiny z R. glutinis, 2% NaCl, izolace NaOH 
5 proteiny z R. glutinis , 2% NaCl, izolace SDS
6 proteiny z R. glutinis, 5% NaCl, izolace NaOH 
7 proteiny z R. glutinis, 5% NaCl, izolace SDS
8 proteiny z R. glutinis , 2mM H2O2, izolace NaOH 
9 proteiny z R. glutinis , 2mM H2O2, izolace SDS
10 proteiny z R. glutinis , 5mM H2O2, izolace NaOH 
11 proteiny z R. glutinis , 5mM H2O2, izolace SDS
12 proteinová smûs 5 
13 proteinová smûs 4 
dráha vzorku popis vzorku 
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Brilliant Blue nejsou postﬁehnutelné vÛbec. Metoda barvení stﬁíbrem je tedy mnohem v˘hod-
nûj‰í. Její nev˘hodou je v‰ak ãasová nároãnost, obtíÏná manipulace s gelem bûhem ãasté v˘mû-
ny jednotliv˘ch barvicích roztokÛ a také nutnost pﬁípravy vÏdy ãerstv˘ch roztokÛ pﬁed samot-
n˘m barvením.
Rhodotorula rubra
Obr. 15: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky R. rubra
(vlevo izolace pomocí NaOH, vpravo izolace pomocí SDS, 65 V, 9 hod
Tab. 7: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin u kvasinky R. rubra
Pﬁi izolaci bílkovin kvasinky Rhodotorula rubra byl zkoumán i vliv uchovávání bunûk na
zmûnu proteinového zastoupení, pﬁestoÏe sledování rozdílÛ mezi buÀkami lyofilizovan˘mi
a nelyofilizovan˘mi nebyly tématem této práce. Na Obr. 15 vlevo je gel s vyizolovan˘mi pro-
teiny, kdy pro izolaci byla pouÏita metoda dezintegrace hydroxidem sodn˘m. U bunûk nelyofi-
lizovan˘ch je i pﬁi jednotliv˘ch stresech, kromû 2 mM peroxidového, moÏné rozeznat jednotli-
1 proteinová sm s 6 proteinová smûs 6 
2 proteiny z R. rubra, kontrola, lyofilizované b. proteiny z R. rubra, kontrola,  lyofilizované b. 
3 proteiny z R. rubra, kontrola, nelyofilizované b. proteiny z R. rubra, kontrola,  nelyofilizované b. 
4 proteiny z R. rubra, 2% NaCl, lyofilizované b. proteiny z R. rubra, 2% NaCl, lyofilizované b. 
5 proteiny z R. rubra, 2% NaCl,  nelyofilizované b. proteiny z R. rubra, 2% NaCl,  nelyofilizované b. 
6 proteiny z R. rubra, 5% NaCl, lyofilizované b. proteiny z R. rubra, 5% NaCl, lyofilizované b. 
7 proteiny z R. rubra, 5% NaCl,  nelyofilizované b. proteiny z R. rubra, 5% NaCl,  nelyofilizované b. 
8 proteiny z R. rubra, 2mM H2O2,  lyofilizované b. proteiny z R. rubra, 2mM H2O2,  lyofilizované b. 
9 proteiny z R. rubra, 2mM H2O2,  nelyofilizované b. proteiny z R. rubra, 2mM H2O2,  nelyofilizované b.
10 proteiny z R. rubra, 5mM H2O2,  lyofilizované b. proteiny z R. rubra, 5mM H2O2,  lyofilizované b. 
11 proteiny z R. rubra, 5mM H2O2,  nelyofilizované b. proteiny z R. rubra, 5mM H2O2,  nelyofilizované b.
12 proteinová smûs 5 proteinová smûs 5 
13 proteinová smûs 4 proteinová smûs 4 
popis vzorku (gel vlevo) popis vzorku (gel vpravo)dráha vzorku
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vé bandy. Tato metoda se jeví jako v˘hodnûj‰í v porovnání s dezintegrací SDS (Obr. 15 vpra-
vo). U obou gelÛ bylo vyuÏito barvení s Coomassie Brilliant Blue.
5.4.1.2. PAGE-SDS u kvasinek Sporobolomyces
Sporobolomyces roseus
Obr. 16: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky S. roseus, 60 V, 8 hod
Tab. 8: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin u kvasinky S. roseus
Gel po izolaci bílkovin kvasinky Sporobolomyces roseus byl také barven pomocí Coomassie
Brilliant Blue (Obr. 16). Dobﬁe patrné jsou jednotlivé bandy u kontrolních vzorkÛ a vzorkÛ vysta-
ven˘ch soln˘m stresÛm bez viditeln˘ch rozdílÛ v pouÏit˘ch metodách dezintegrace. Pouze
1 proteinová smûs 6 
2 proteiny ze S. roseus, kontrola, izolace NaOH 
3 proteiny ze S. roseus, kontrola, izolace SDS
4 proteiny ze S. roseus, 2% NaCl, izolace NaOH 
5 proteiny ze S. roseus, 2% NaCl, izolace SDS
6 proteiny ze S. roseus, 5% NaCl, izolace NaOH 
7 proteiny ze S. roseus, 5% NaCl, izolace SDS
8 proteiny ze S. roseus, 2mM H2O2, izolace NaOH 
9 proteiny ze S. roseus, 2mM H2O2, izolace SDS 
10 proteiny ze S. roseus, 5mM H2O2, izolace NaOH 
11 proteiny ze S. roseus, 5mM H2O2, izolace SDS 
12 proteinová smûs 5 





u vzorku vystaveného 5 mM peroxidovému stresu se jako v˘hodnûj‰í metoda pﬁi izolaci bílko-
vin jeví dezintegrace bunûk hydroxidem sodn˘m.
Sporobolomyces salmonicolor
Obr. 17: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky S. salmonicolor, 65 V, 8 hod
Tab. 9: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin u kvasinky S. salmonicolor
Po izolaci bílkovin u kvasinky Sporobolomyces salmonicolor byl polyakrylamidov˘ gel nabar-
ven Coomassie Brilliant Blue. Podle obrázku 17 nelze jednoznaãnû rozhodnout, která metoda
dezintegrace bunûk vyuÏívaná pﬁi izolaci byla úspû‰nûj‰í. Dobﬁe viditelné jsou bandy pouze
u soln˘ch stresÛ a to u obou metod dezintegrace.
1 proteinová smûs 6 
2 proteiny ze S. shibatanus, kontrola, izolace NaOH 
3 proteiny ze S. shibatanus, kontrola, izolace SDS 
4 proteiny ze S. shibatanus, 2% NaCl, izolace NaOH 
5 proteiny ze S. shibatanus, 2% NaCl, izolace SDS
6 proteiny ze S. shibatanus, 5% NaCl, izolace NaOH 
7 proteiny ze S. shibatanus, 5% NaCl, izolace SDS
8 proteiny ze S. shibatanus, 2mM H2O2, izolace NaOH
9 proteiny ze S. shibatanus, 2mM H2O2, izolace SDS 
10 proteiny ze S. shibatanus, 5mM H2O2, izolace NaOH
11 proteiny ze S. shibatanus, 5mM H2O2, izolace SDS 
12 proteinová smûs 5 
13 proteinová smûs 4 
dráha vzorku popis vzorku 
( 63 )
Sporobolomyces shibatanus
Obr. 18: Elektroforéza bílkovin izolovan˘ch z kvasinky S. shibatanus, 65 V, 8 hod
Tab. 10: Poﬁadí vzorkÛ elektroforézy bílkovin u kvasinky S. shibatanus
Jednotlivé bandy bílkovin kvasinky Sporobolomyces shibatanus (Obr. 18) jsou dobﬁe vidi-
telné u v‰ech soln˘ch stresÛ po dezintegracích jak hydroxidem sodn˘m, tak i SDS. U peroxi-
dov˘ch stresÛ je metoda dezintegrace bunûk vyuÏívající NaOH pro izolaci bílkovin v˘hodnûj‰í
neÏ dezintegrace pomocí SDS. I tento gel byl barven Coomassie Brilliant Blue.
Z v˘sledkÛ 1D anal˘zy je patrné, Ïe u jednotliv˘ch zástupcÛ téhoÏ rodu byly dosaÏeny vel-
mi podobné proteinové profily, pﬁiãemÏ profily získané ze stresovan˘ch bunûk nelze objektiv-
nû odli‰it od 1D profilÛ proteinÛ zíkan˘ch z nestresovan˘ch bunûk. Mezi rodem Rhodotorula
a Sporobolomyces lze identifikovat urãité rozdíly v distribuci proteinÛ podle Mr. U rodu Rho-
dotorula lze identifikovat majoritní proteinové frkce zejména o velikosti odpovídající cca 48
kDa, 43 kDa, 30 – 35 kDa (4 bandy, zﬁejmû hlavní tﬁídy HSP), dále 24 kDa, cca 19 kDa, 15 kDa
a 10 kDa. U rodu Sporobolomyces lze identifikovat rovnûÏ v˘znamnû zastoupené proteiny o Mr
1 proteinová smûs 6 
2 proteiny ze S. shibatanus, kontrola, izolace NaOH 
3 proteiny ze S. shibatanus, kontrola, izolace SDS 
4 proteiny ze S. shibatanus, 2% NaCl, izolace NaOH 
5 proteiny ze S. shibatanus, 2% NaCl, izolace SDS
6 proteiny ze S. shibatanus, 5% NaCl, izolace NaOH 
7 proteiny ze S. shibatanus, 5% NaCl, izolace SDS
8 proteiny ze S. shibatanus, 2mM H2O2, izolace NaOH
9 proteiny ze S. shibatanus, 2mM H2O2, izolace SDS 
10 proteiny ze S. shibatanus, 5mM H2O2, izolace NaOH
11 proteiny ze S. shibatanus, 5mM H2O2, izolace SDS 
12 proteinová smûs 5 
13 proteinová smûs 4 
dráha vzorku popis vzorku 
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cca 85 kDa a 60 kDa, majoritní jsou dva bandy o cca 48 kDa, 35 kDa a 32 kDa, shodnû s kva-
sinkami Rhodotorula 24 kDa, 15 kDa a 10 kDa.
5.4.2. 2D elektroforéza
Anal˘za bílkovin metodou 2D elektroforézy byla provedena ve spolupráci s Laboratoﬁí funkã-
ní genomiky a proteomiky PﬁF MU v Brnû.
Pomocí 2D elektroforetické anal˘zy byly prozatím hodnoceny pouze zástupci rodu Rhodo-
torula, a to kmen R. glutinis jakoÏto kmen zﬁejmû nejodolnûj‰í vÛãi stresu v produkci biomasy
i pigmentÛ, kter˘ reaguje adaptaãním mechanismem ve formû zv˘‰ené produkce karotenoidÛ
a kmen R. rubra, jenÏ na aplikovan˘ vnûj‰í stres prakticky nereaguje. Podrobné ãíselné údaje
byly vyhodnoceny u kmene Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26. Na následujících obrázcích jsou
uvedeny 2D gely. Tab. 11 shrnuje ãíselné údaje ohlednû vyhodnocení 2D gelÛ.
Obr. 19: 2D gel kvasinky Rhodotorula glutinis, kontrola, barveno pomocí Ag
Obr. 20: 2D gel kvasinky Rhodotorula glutinis, stresováno 2 mM H2O2
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Obr. 21: 2D gel kvasinky Rhodotorula glutinis, stresováno 5 mM H2O2
Obr. 22: Poãítaãové vyhodnocení 2D elektroforézy kvasinky R. glutinis
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Obr. 23: 2D gel kvasinky Rhodotorula glutinis, stresováno 2% NaCl
Obr. 24: 2D gel kvasinky Rhodotorula glutinis, stresováno 5% NaCl
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Tab. 11: Kvantitativní anal˘za 2D gelÛ získan˘ch ze stresovan˘ch bunûk R. glutinis
Kvantitativnû bylo hodnoceno pouze srovnání 2 mM peroxidu s kontrolou, vzorek streso-
van˘ 5 mM peroxidu se nepodaﬁilo kvantitativnû zpracovat a je uveden pouze v celkovém obra-
ze (viz Obr. 21). V anal˘ze vlivu peroxidu bylo hodnoceno celkem 315 spotÛ, z nichÏ v kontrole
jich bylo pﬁítomno 301 a v peroxidovém vzorku 188 spotÛ – z nich 6 spotÛ je pﬁítomno pouze
v peroxidovém vzorku a 122 spotÛ pouze v kontrole. Vlivem 2 mM peroxidu do‰lo ke zv˘‰ené
expresi 63 proteinÛ, z nich 46 bylo exprimováno více neÏ o 1 ﬁád a z nich 7 proteinÛ dokonce
o více neÏ dva ﬁády. Podstatnû více proteinÛ vykazovalo sníÏenou expresi, aÏ 247 proteinÛ, z toho
116 více neÏ o ﬁád a z nich 2 aÏ o dva ﬁády.
Vliv NaCl mohl b˘t srovnán pro dvû koncentrace stresového faktoru. Z celkov˘ch 315 spo-
tÛ pﬁítomn˘ch v kontrole bylo pro srovnání s 2% NaCl 172 spotÛ, z nichÏ 4 byly nalezeny pou-
ze v pﬁítomnosti NaCl. PﬁibliÏnû polovina spotÛ vykazovala sníÏenou expresi a druhá polovina
expresi zv˘‰enou, podobnû byly zastoupeny i exprese o více neÏ jeden ãi dva ﬁády. V pﬁípadû
5% NaCl do‰lo k hodnocení 204 spotÛ, z nichÏ pﬁeváÏná vût‰ina vykazovala sníÏenou expresi
(141, z toho 56 o více neÏ 1 ﬁád a 3 o více neÏ 2 ﬁády). 51 spotÛ, které jsou vyhodnotitelné v kon-
trolním vzorku, jiÏ není v 5% NaCl vÛbec pﬁítomno. Z hodnocen˘ch proteinÛ u 67 spotÛ se mûní
exprese jak u 2% NaCl, tak i u 5% NaCl, pﬁiãemÏ v 61 pﬁípadech jde o zmûnu stejn˘m smûrem.
Exprese 61 proteinÛ tedy roste nebo klesá s rostoucí koncentrací NaCl.
U obou stresov˘ch faktorÛ lze nalézt cca 5 skupin proteinÛ, které vykazují zmûny exprese
podobného typu, alespoÀ v nûkterém pﬁípadû pÛjde zﬁejmû o skupiny sdruÏené do hlavních pro-
teinov˘ch frakcí v 1D gelech.
5.5. Anal˘za genomu
Pro anal˘zu genomu, kter˘ byl vystaven pÛsobení stresov˘ch faktorÛ je dÛleÏité nejprve zís-
kat velice ãist˘ preparát intaktní DNA z karotenoidních kvasinek a metodu pouÏitou k anal˘ze
struktury genomu optimalizovat. Pﬁi anal˘ze byla pouÏita metoda pulzní gelové elektroforézy,
která byla v rámci pﬁedloÏené diplomové práce optimalizována s cílem získat co nejlépe sepa-
rované kvasinkové chromozomy. Vzorky se naná‰ely na gel v bloãcích vÏdy ve stejném poﬁadí
(Tab. 12). Postup metody i pﬁíprava vzorkÛ je uvedena v kapitole 4.5.4.
RG 5% NaCl
vs   2% NaCl
RG 5% NaClRG 2% NaCl
vs   kontrolavs   kontrola
RG 2 mM perox.
vs   kontrola
Celkov˘ poãet spotÛ 315 172 204 204 
overexprese 63 92 63 60 
underexprese 247 80 141 144 
Over 1 ﬁád 38 46 31 43 
Under 1 ﬁád 116 44 56 46 
Over 2 ﬁády 7 3 5 1 
Under 2 ﬁády 2 3 3 3 
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Obr. 25: PFGE 1% gel, 0,08M TBE, 84V, 10 °C, 750 s, 66 hod
Tab. 12: Poﬁadí vzorkÛ pro PFGE
Obr. 26: PFGE 1% gel, 0,08M TBE, 168V, 10 °C, 500 s, 20hod












Obr. 27: PFGE 1% gel, 0,08M TBE, 168V, 10 °C, 500 s, 20 hod
Poﬁadí vzorkÛ u PFGE gelÛ na obrázcích 25, 26, a 27 je vÏdy stejné. Nejprve byl nanesen SC
Yeast chromozome standard, poté bloãky kvasinek v poﬁadí Rhodotorula rubra, Rhodotorula
glutinis, Sporobolomyces salmonicolor a nakonec Sporobolomyces shibatanus (pohled zleva).
U obrázku 25 není viditelné rozdûlení chromozomální DNA u kvasinky Rhodotorula rubra,
u obrázkÛ 26 a 27 není viditelné rozdûlení této DNA u kvasinky Rhodotorula glutinis, coÏ je
pravdûpodobnû zpÛsobeno nedostateãn˘m mnoÏstvím bunûk, které byly na tuto izolaci pouÏi-
ty. Pﬁi experimentu s del‰ím pulzním ãasem (Obr. 25) do‰lo sice k lep‰ímu rozdûlení chromo-
zomální DNA, ov‰em ãas potﬁebn˘ k anal˘ze bylo nutné volit mnohem vût‰í, neÏ je tomu u zb˘-
vajících dvou anal˘z. Pﬁi zvolen˘ch niÏ‰ích ãasech anal˘zy a tím spojen˘m i niÏ‰ím pulzním
ãasem (Obr. 26 a 27) jsou sice jednotlivé chromozomální DNA lépe rozli‰itelné, nedo‰lo ov‰em
k rozdûlení i vût‰ích fragmentÛ chromozomální DNA jak je moÏné vidût na obrázku 25. Pro dal-
‰í práce v oblastech anal˘zy chromozomální DNA kvasinkov˘ch bunûk bude tﬁeba dále opti-
malizovat podmínky pulzní gelové elektroforézy, aby do‰lo k v˘raznûj‰ímu rozdûlení molekul
DNA a umoÏnilo se stanovení poãtu chromozomÛ i sledovat pﬁípadné zmûny v genomu po vysta-
vení kultur exogenním stresov˘m faktorÛm.
Z dosavadních získan˘ch v˘sledkÛ PFGE se podaﬁilo rozdûlit DNA u kvasinek rodu Rhodo-
torula i Sporobolomyces na nejménû 7 rÛzn˘ch frakcí. Profily tûchto frakcí jsou u obou rodÛ




Karotenoidy patﬁí mezi nejroz‰íﬁenûj‰í a nejpoãetnûj‰í pﬁírodní pigmenty rÛzn˘ch odstínÛ Ïlu-
té aÏ po tmavû ãervené. Podílejí se na pﬁenosech energie bûhem fotosyntézy a mají také ochran-
n˘ úãinek proti UV záﬁení. Îivoãichové je nedovedou syntetizovat, pouze je pﬁemûÀují na lát-
ky odli‰né struktury, nebo skladují v tukov˘ch tkáních. Karotenoidy jsou velmi snadno oxido-
vatelné, inhibují tvorbu peroxidov˘ch radikálÛ, ãímÏ zabraÀují po‰kození bunûãn˘ch membrán.
Tento antioxidaãní efekt má za následek  jejich antimutagenní a antikarcinogenní úãinky vyu-
Ïívané v lékaﬁství a farmacii. Byl prokázán i pozitivní vliv karotenoidÛ v boji proti celé ﬁadû
degenerativních onemocnûní. VyuÏívají se jako pﬁísady do krmn˘ch smûsí a pﬁispívají také ke
zv˘‰ení v˘Ïivové hodnoty potravin. Nejvíce zastoupen˘ pigment β-karoten se dnes vyrábí ve
velkém mûﬁítku synteticky, uÏívá se jako barvivo, potravináﬁské aditivum, ve farmacii i kosme-
tice.
Doposud byly nejroz‰íﬁenûj‰ími zdroji karotenoidÛ hlavnû rostliny, ale vzhledem k problé-
mÛm spojen˘ch s chemickou syntézou a izolací z rostlinn˘ch tkání jsou v souãasné dobû stu-
dovány moÏnosti biotechnologické produkce karotenoidÛ mikroorganismy. Je provádûna celá
ﬁada experimentÛ s cílem nalézt vhodné mikrobiální producenty moÏností jejich cíleného ovliv-
nûní vedoucímu k dosaÏení maximální produkce pigmentÛ. Pro tyto úãely nacházejí uplatnûní
nejen bakterie, ale také kvasinky. K regulaci mikrobní produkce karotenoidních pigmentÛ lze
pouÏít modifikace sloÏení kultivaãních médií, podmínek rÛstu aplikací rÛzn˘ch stresov˘ch fak-
torÛ, jako jsou napﬁ. osmotické a oxidaãní stresy. Dají se také vyuÏívat metody genového inÏe-
n˘rství, které vedou k cílené nadprodukci karotenoidÛ. Jakékoliv manipulace s mikroorganis-
my jsou ov‰em omezené limitními fyziologick˘mi moÏnostmi buÀky.
PﬁedloÏená diplomová práce byla zamûﬁena na srovnání moÏností regulace produkce karote-
noidÛ u vybran˘ch kmenÛ karotenoidních kultur kvasinek. Práce koncipovaná formou srovná-
vací studie vyuÏívala moÏnosti fyziologického stresu k vyvolání adaptaãních mechanismÛ ve
formû zv˘‰ené produkce ochrann˘ch antioxidaãních pigmentÛ. Studované kmeny byly vysta-
veny pÛsobení exogenních stresov˘ch faktorÛ. Posléze byly zkoumány nejen zmûny v produk-
ci pigmentÛ a dal‰ího prÛmyslového metabolitu ergosterolu u kvasinek kultivovan˘ch v pro-
stﬁedí solného a peroxidového stresu, ale také zmûny v proteinové v˘bavû a pﬁípadné zmûny
genomu. BuÀky se pﬁi vystavení stresu brání zv˘‰enou produkcí obrann˘ch sekundárních meta-
bolitÛ, karotenoidÛ. Toto zv˘‰ení je doprovázeno zmûnami v biosyntéze karotenoidÛ. JelikoÏ je
biosyntetická dráha katalyzována mnoha enzymy, jenÏ jsou souãástí proteinÛ kaÏdé kvasinky,
lze pﬁi proteinové anal˘ze zjistit zmûny v enzymatické v˘bavû kvasinek vyvolané stresem. BuÀ-
ky jsou také charakteristické pﬁi vystavení stresu syntézou specifick˘ch proteinÛ, tzv. „heat-
shock proteins“. Anal˘za proteomu kvasinek tedy byla zamûﬁena na identifikaci tûchto zmûn
v bílkovinách kvasinkov˘ch bunûk. Kromû anal˘zy ve zmûnách proteinu byly také sledovány
zmûny genomu kvasinek odpovídající zmûnám ve sloÏení proteinÛ. Základem byla izolace chro-
mozomální DNA a její následná anal˘za metodou pulzní gelové elektroforézy.
Ke studiu zmûn v produkci karotenoidÛ pﬁi stresov˘ch podmínkách, proteomu a genomu,
bylo pouÏito ‰est karotenoidních kvasinek. Jednalo se o kvasinky Rhotorula aurantiaca, Rho-
dotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces salmonicolor
a Sporobolomyces shibatanus.
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JelikoÏ u vût‰iny vybran˘ch kmenÛ byly jiÏ v minulosti promûﬁeny jejich rÛstové charakte-
ristiky, byla pouze kvasinka Rhodotorula rubra podrobena kompletní anal˘ze její rÛstové cha-
rakteristiky. V˘ sledné hodnoty ostatních kmenÛ byly pﬁevzaty z jiÏ uskuteãnûn˘ch prací [26, 50,
51]. RÛstová kﬁivka kvasinky Rhodotorula rubra vykazovala dvoufázov˘ prÛbûh, kter˘ je cha-
rakteristick˘ pro kvasinky karotenoidní. První stacionární fáze bylo dosaÏeno kolem 48. hodi-
ny a druhé okolo 80. hodiny kultivace. Kromû nárÛstu biomasy a zmûnou zákalu, byly u této
kvasinky sledovány i zmûny v produkci α-karotenu, β-karotenu a lykopenu v prÛbûhu rÛstu
metodou HPLC s UV/VIS detekcí. Kﬁivky produkce α-karotenu a β-karotenu vykazují prÛbûh
podobn˘ produkci biomasy, kter˘ je charakteristick˘ tvorbou lokálních maxim odpovídajícím
kolísavé stacionární fázi rÛstové kﬁivky této kvasinky. Produkce lykopenu se bûhem kultivace
v˘raznû nemûnila a jevila se spí‰e jako konstantní. To je dáno zﬁejmû metabolickou rolí lyko-
penu, kter˘ se u Ïádného z kmenÛ neakumuluje a slouÏí jako pﬁím˘ prekurzor pro syntézu karo-
tenÛ.
V‰ech ‰est analyzovan˘ch kvasinek bylo kultivováno také pﬁi pÛsobení stresov˘ch faktorÛ.
Exogenní stres, kterému byly vystaveny, byl realizován pﬁídavky 2% NaCl, 5% NaCl, 2 mM
H2O2 a 5 mM H2O2 do produkãních médií. KaÏd˘ z tûchto kvasinkov˘ch kmenÛ na tyto stresy
reagoval odli‰nû.
Kvasinka Rhodotorula glutinis vyprodukovala ze v‰ech zkouman˘ch kvasinek nejvíce bio-
masy nejen v kontrolním vzorku, ale také pﬁi pÛsobení 2% solného, 5% solného a 2 mM pero-
xidového stresu. PÛsobením 5 mM peroxidového stresu dosáhla sice také dosti vysok˘ch hod-
not v produkci biomasy, ale o nûco ménû neÏ tomu bylo u kvasinky Rhodotorula rubra pﬁi stej-
n˘ch stresov˘ch podmínkách. Naopak nejniÏ‰í produkci biomasy lze zaznamenat u kvasinky
Sporobolomyces salmonicolor, u které jsou mnoÏství vyprodukované biomasy v porovnání s kva-
sinkou Rhodotorula glutinis témûﬁ 3x niÏ‰í. Obecnû lze ﬁíci, Ïe pokud jde o produkci biomasy,
jsou kvasinky rodu Rhodotorula (zejména R. glutinis) lep‰ími producenty a rovnûÏ podstatnû
odolnûj‰í vÛãi exogennímu stresu neÏ kvasinky rodu Sporobolomyces. Pokud by se tedy uva-
Ïovalo o vyuÏití nûkterého z kmenÛ k produkci obohacené biomasy, byl by tento poznatek jed-
ním z dÛleÏit˘ch faktorÛ pro posouzení vhodného kmene.
Nejvíce fytoenu vyprodukovala kvasinka Rhodotorula rubra. Po vystavení této kvasinky 2%
NaCl stresu je mnoÏství fytoenu (33502,09 µg/g) témûﬁ dvojnásobné neÏ je tomu u kontrolního
vzorku. V‰echny ostatní druhy analyzovan˘ch kvasinek se v porovnání s Rhodotorula rubra
vyznaãují velmi nízkou (témûﬁ ãtvrtinovou) produkcí fytoenu pﬁi pouÏit˘ch kultivaãních pod-
mínkách. Jedním z dÛvodÛ mÛÏe b˘t skuteãnost, Ïe za dan˘ch kultivaãních podmínek nebyla
kvasinka R. rubra schopna úãinnû dále metabolizovat bezbarv˘ fytoen na dal‰í barevné karote-
noidy; produkce pigmentÛ je u této kvasinky aÏ o ﬁád niÏ‰í neÏ u dal‰ích kmenÛ. MÛÏe jít o nûja-
k˘ speciální adaptaãní mechanismus související napﬁíklad s charakterem pÛvodní pﬁírodní loka-
lity, z níÏ byla kvasinka získána do sbírky.
Pﬁi produkci lykopenu byly zaznamenány znaãné rozdíly u jednotliv˘ch kvasinek. Zatímco
kvasinka Rhodotorula rubra vyprodukovala pﬁi dan˘ch kultivaãních podmínkách nízké a témûﬁ
konstantní mnoÏství lykopenu, kvasinka Rhodotorula glutinis naproti tomu vyprodukovala pﬁi
pouÏití soln˘ch stresÛ 3,5x více lykopenu neÏ u kontrolního vzorku. Kvasinka Rhodotorula
aurantiaca pﬁi vystavení 5% solnému a 5 mM peroxidovému stresu produkovala ménû neÏ polo-
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viãní mnoÏství lykopenu neÏ u kontrolního vzorku. U kvasinky Sporobolomyces shibatanus
do‰lo k poklesu produkce lykopenu pﬁi pouÏití peroxidov˘ch stresÛ na pûtinu v porovnání s kon-
trolou. Kvasinka Sporobolomyces salmonicolor produkovala detekovatelné mnoÏství lykopenu
pouze pﬁi vystavení 5 mM H2O2. Kvasinka Sporobolomyces roseus pﬁi pouÏití 2% solného stre-
su produkovala ze v‰ech kvasinek nejvíce lykopenu (47,87 µg/g), toto mnoÏství je 2,5x vy‰‰í
neÏ u kontrolního vzorku. Produkce lykopenu je u v‰ech kmenÛ podstatnû ovlivnûna jeho jiÏ
v˘‰e zmínûnou rolí metabolického prekurzora β-karotenu.
U produkce β-karotenu byly zaznamenány podobné v˘sledky, jako tomu bylo u produkce
lykopenu. Kvasinka Rhodotorula rubra vyprodukovala velmi nízké a témûﬁ konstantní mnoÏ-
ství pigmentu. Vût‰ích rozdílÛ v produkci mezi jednotliv˘mi stresy a kontrolou nebylo také
zaznamenáno u kvasinky Rhodotorula aurantiaca. U Sporobolomyces salmonicolor bylo moÏ-
né detekovat mnoÏství β-karotenu pouze u 5 mM peroxidového stresu. Kvasinka Sporobolo-
myces shibatanus pﬁi vystavení 5% solnému a 5 mM peroxidovému stresu produkovala velmi
nízké mnoÏství β-karotenu, a to témûﬁ 22x ménû neÏ u kontrolního vzorku. Kvasinka Rhodoto-
rula glutinis produkovala pﬁi pÛsobení 2% solného stresu 2x více (172,92 µg/g) a pﬁi pouÏití
2 mM peroxidového stresu dokonce 4,5x více (320,64 µg/g) α-karotenu neÏ u kontrolního vzor-
ku. Kvasinka Sporobolomyces roseus vyprodukovala ze v‰ech kvasinek nejvíce α-karotenu. Pﬁi
pouÏití 2% solného stresu (439,50 µg/g) témûﬁ 3x více neÏ u kontrolního vzorku. RovnûÏ β-ka-
roten je u v‰ech studovan˘ch kmenÛ tﬁeba povaÏovat spí‰e za minoritní pigment, neboÈ pﬁeváÏ-
ná vût‰ina lykopenu je metabolizována na β-karoten, pﬁípadnû toruleny.
Pﬁi produkci pigmentu β-karotenu byl zaznamenán nejvût‰í nárÛst produkce u kvasinek rodu
Sporobolomyces, coÏ pravdûpodobnû souvisí s celkovû niÏ‰í produkcí biomasy u tûchto kvasi-
nek. β-karoten byl tedy produkován. Jakoby na úkor nárÛstu biomasy, coÏ mÛÏe znamenat maxi-
málnû aktivované obranné mechanismy a souãasnû potenciální nebezpeãí ztráty kultury pﬁi dlou-
hodobé kultivaci ve stresovém prostﬁedí. Kvasinka Sporobolomyces roseus vyprodukovala pﬁi
pouÏití 2% solného a 5 mM peroxidového stresu 1,5x více β-karotenu neÏ u kontrolního vzor-
ku. U kvasinky Sporobolomyces shibatanus pﬁi pouÏití 5% solného a 5 mM peroxidového stre-
su do‰lo k v˘raznému poklesu produkce β-karotenu, pﬁi 2% solném (782,66 µg/g) a 2 mM pero-
xidovém stresu (882,47 µg/g) je produkce β-karotenu naproti tomu 1,5x vy‰‰í neÏ u kontroly.
Kvasinka Sporobolomyces salmonicolor pﬁi pouÏití v‰ech stresov˘ch faktorÛ vyprodukovala
mnohem vy‰‰í mnoÏství β-karotenu neÏ u kontrolního vzorku. Pﬁi 2% solném stresu
(469,61 µg/g) 2,5x více, pﬁi 5% solném stresu (734,61 µg/g) 4x více, pﬁi 2 mM peroxidovém
stresu (966,16 µg/g) 5,5x více a pﬁi 5 mM peroxidovém stresu (830,81 µg/g) témûﬁ 5x více neÏ
kontrola. Kvasinka Rhodotorula rubra opût vyprodukovala velmi nízké a témûﬁ konstantní mnoÏ-
ství β-karotenu. U kvasinky Rhodotorula aurantiaca klesla produkce pigmentu pﬁi vystavení
2% solnému a 2 mM peroxidovému stresu 6x. Kvasinka Rhodotorula glutinis vyprodukovala
nejvíce β-karotenu (404,55 µg/g) za pÛsobení 2% NaCl.
Také u produkce ergosterolu byl zaznamenán nejvy‰‰í nárÛst u kvasinek Sporobolomyces.
Lze tedy usuzovat, Ïe podobnû jako pigment β-karoten, je i metabolit ergosterol vytváﬁen kva-
sinkami soubûÏnû stejnû regulovanou metabolickou dráhou. Kvasinka Sporobolomyces salmo-
nicolor vykazovala sice vysok˘ch hodnot v celkové produkci ergosterolu pﬁi v‰ech exogenních
stresech, ov‰em rozdíl mezi vyprodukovan˘m mnoÏstvím po pÛsobení stresÛ a v kontrolním
vzorku je zcela nepatrn˘. Tvorba ergosterolu u Sporobolomyces shibatanus po vystavení 5%
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solnému a 5 mM peroxidovému stresu poklesla oproti kontrole témûﬁ 5x. U kvasinky Sporobo-
lomyces roseus do‰lo pÛsobením stresÛ k vy‰‰í produkci ergosterolu, nejvíce pﬁi pouÏití 2% sol-
ného stresu (5689,69 µg/g), kdy produkce ergosterolu oproti kontrole vzrostla 2,8x. Kvasinka
Rhodotorula rubra produkovala opût nízké a témûﬁ konstantní mnoÏství tohoto sledovaného
metabolitu, Rhodotorula glutinis o nûco vy‰‰ích hodnot, ale také bez vût‰ích rozdílÛ mezi pou-
Ïit˘mi stresy a kontrolou. U kvasinky Rhodotorula aurantiaca pﬁi pÛsobení 5% solného a 5 mM
peroxidového stresu poklesla produkce ergosterolu oproti kontrole 4x.
Celkovû lze shrnout, Ïe kmeny rodu Sporobolomyces jsou ponûkud citlivûj‰í na exogenní
stres. Av‰ak pokud jde o produkci biomasy, dochází u nich k v˘znamné indukci produkce pig-
mentÛ, a to druhovû specifické. Vysokou koncentraci β-karotenu a ergosterolu indukovatelnou
obûma typy stresu bylo moÏné pozorovat zejména u kmene S. salmonicolor. Naopak kvasinky
rodu Rhodotorula vykazovaly podstatnû vy‰‰í odolnost pokud jde o produkci biomasy, a u nûkte-
r˘ch bylo moÏné vyuÏít exogenní faktory ke zv˘‰ené produkci pigmentÛ. Lépe v‰ak Rhodoto-
ruly reagovaly spí‰e na niÏ‰í koncentraci obou pouÏit˘ch stresov˘ch faktorÛ.
Zmûny ve sloÏení proteinÛ stresovan˘ch kultur, které by mohly signalizovat zmûny v enzy-
movém sloÏení kvasinek, byly analyzovány metodou PAGE-SDS a 2D elektroforézou, ta byla
provedena ve spolupráci s Laboratoﬁí funkãní genomiky a proteomiky PﬁF MU v Brnû. Zatím-
co 1D gely neposkytly zásadní rozdíly u kontrolních a stresov˘ch kultivací, u 2D gelÛ detailnû
hodnocen˘ch u kmene R. glutinis bylo moÏné pozorovat zv˘‰enou ãi sníÏenou expresi ﬁady pro-
teinÛ, která se li‰ila podle typu stresu i v závislosti na koncentraci stresového faktoru. Stresové
podmínky vyvolávají ﬁadu zmûn, pﬁiãemÏ obecnû zv˘‰ená exprese proteinÛ je metabolicky dopro-
vázena zv˘‰enou produkcí karotenoidÛ i ergosterolu (2 mM peroxid, 2% NaCl), zatímco spí‰e
sníÏená exprese je spojena s poklesem produkce pigmentÛ (5% NaCl, 5 mM peroxid).
Bílkoviny vybran˘ch kvasinkov˘ch kultur byly kultivací za stresov˘ch podmínek izolovány
z bunûk dvûma zpÛsoby. A to pomocí kombinace mechanické dezitegrae s vyuÏitím sklenûn˘ch
kuliãek bunûãné velikosti (160 µm) a chemické l˘zy vlivem hydroxidu sodného nebo téÏ pomo-
cí dodecylsulfátu sodného byly srovnány získané proteinové extrakty. Ve vût‰inû pﬁípadÛ se jako
vhodnûj‰í metoda pro izolaci bílkovin jevilo pouÏití hydroxidu sodného. Rozdíly ve zﬁetelnos-
ti bandÛ u jednotliv˘ch vzorkÛ mohou b˘t zpÛsobeny odchylkami pﬁi navaÏování, s kulturami
kvasinek pouÏívan˘mi pro anal˘zu bílkovin se v dÛsledku jejich mazlavé konzistence hÛﬁe mani-
pulovalo. Pﬁi vizualizaci bílkovin byly vyzkou‰eny dvû metody barvení polyakrylamidového
gelu. Barvení pomocí Coomassie Briliant Blue a barvení stﬁíbrem. Barvení stﬁíbrem bylo mno-
hem citlivûj‰í a na takto obarven˘ch gelech bylo moÏné rozeznat také bandy. Av‰ak pﬁi barvení
pomocí Coomassie Brilliant Blue se tyto nedaly vÛbec zpozorovat.
Dal‰í ãást práce byla zamûﬁena na anal˘zu genomu karotenoidních kvasinek vystaven˘ch
pÛsobení solného a peroxidového stresu. Rozdíly v genomu jednotliv˘ch kultur mohou b˘t pozo-
rovány aÏ po vyizolování kompletní sady chromozomÛ a jejich úspû‰ném rozdûlení pulzní gelo-
vou elektroforézou. Pﬁi vyuÏití niÏ‰ích pulzních ãasÛ bylo moÏno sice lépe rozeznat rozdûlenou
chromozomální DNA, nedo‰lo v‰ak k rozdûlení vût‰ích fragmentÛ DNA. Ta byla rozdûlena nao-
pak pﬁi vyuÏití vy‰‰ích pulzních ãasÛ, kdy tyto fragmenty v‰ak byly hÛﬁe rozeznatelné. Ve v‰ech
kmenech bylo prozatím identifikováno 7 hlavních frakcí DNA, jejichÏ distribuce je rodovû odli‰-
ná. Optimalizace metody u stresovan˘ch kmenÛ kvasinek bude vyÏadovat dal‰í studium.
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V pﬁedloÏené práci byly na vybran˘ch kvasinkov˘ch kmenech produkujících karotenoidy tes-
továny moÏnosti regulace produkce karotenoidÛ a ergosterolu. Kromû anal˘zy metabolomu byly
testovány i moÏnosti charakterizace kvasinkového genomu a proteomu. Pﬁedev‰ím pak jejich
zmûny bûhem zv˘‰ené produkce prÛmyslovû v˘znamn˘ch pigmentÛ, karotenoidÛ pÛsobením
stresÛ. Bûhem práce byly vyuÏívány rÛzné metody a postupy potﬁebné k identifikaci stresov˘ch
metabolitÛ a charakterizaci fyziologick˘ch zmûn, ke kter˘m dochází u kvasinek pÛsobením stre-
sov˘ch faktorÛ. Informace shrnuté v pﬁedloÏené práci mohou b˘t pouÏité k dal‰ím studiím zamû-
ﬁen˘m nejen na regulaci produkce metabolitÛ u kvasinkov˘ch bunûk, ale i pro izolaci a separa-
ci chromozomální DNA, které jsou nezbytné pﬁi moÏném vyuÏití metod genového inÏen˘rství




• Cílem práce koncipované jako srovnávací studie bylo komplexní studium ‰esti kmenÛ
karotenoidních kvasinek na úrovni rÛstov˘ch charakteristik, dále na úrovni metabolomu
hodnoceného jako rozdíly v produkci pigmentÛ a ergosterolu, na úrovni proteomu a geno-
mu pﬁi vystavení tûchto kultur stresov˘m faktorÛm. Exogenní stres byl na tyto kvasinky
aplikován za úãelem aktivace adaptaãních mechanismÛ projevujících se zv˘‰enou pro-
dukcí prÛmyslov˘ch pigmentÛ – karotenoidÛ.
• U kvasinky Rhodotorula rubra byla provedena kompletní rÛstová charakteristika sestá-
vající ze sestrojení rÛstové kﬁivky, promûﬁení mnoÏství vyprodukované biomasy i mnoÏ-
ství zákalu. Dále byla analyzována produkce α-karotenu, β-karotenu a lykopenu bûhem
kultivace.
• Bylo zji‰tûno, Ïe rÛst biomasy i produkce sledovan˘ch metabolitÛ jsou charakteristické
dvoufázov˘m prÛbûhem se dvûmi stacionárními fázemi. První se nacházela pﬁibliÏnû ve
48. hodinû a druhá kolem 80. hodiny kultivace. Produkce prekurzoru lykopenu probíhala
bez vût‰ích zmûn.
• V‰echny analyzované kvasinky byly kultivovány také za stresov˘ch podmínek. Exogen-
ní stres byl vyvolán pﬁídavkem chloridu sodného a peroxidu vodíku do produkãních médií.
Reakce kmenÛ byla rodovû i druhovû specifická. Zatímco kvasinky rodu Rhodotorula byly
charakteristické vysokou produkcí biomasy i po vystavení úãinkÛm stresov˘ch faktorÛ,
produkce pigmentu β-karotenu a ergosterolu byla relativnû niÏ‰í, av‰ak bylo moÏné ji indu-
kovat niÏ‰í koncentrací stresov˘ch faktorÛ. Kvasinky Sporobolomyces se naproti tomu
vyznaãovaly nízkou produkcí biomasy ve srovnání s kvasinkami Rhodotorula a mnohem
vy‰‰í produkcí β-karotenu a ergosterolu i za stresov˘ch podmínek. Nejvy‰‰í produkce α-
karotenu (439,50 µg/g) byla zaznamenána u kvasinky Sporobolomyces roseus pﬁi pÛso-
bení 2% solného stresu. β-karoten byl nejvíce vyprodukován u kvasinky Sporobolomyces
salmonicolor (966,16 µg/g) za pÛsobení 2 mM H2O2. Metabolit ergosterol byl v nejvy‰-
‰ích koncentracích produkován kvasinkami  Sporobolomyces roseus (5689, 69 µg/g) a Spo-
robolomyces shibatanus (5565,86 µg/g) po vystavení úãinkÛm 2% NaCl. Lykopen byl
v nejvy‰‰ím mnoÏství vyprodukován za stejného stresu kvasinkou Sporobolomyces rose-
us (47,87 µg/g).
• Zmûny v produkci bílkovin u stresovan˘ch kultur, které by mohly signalizovat zmûny
v enzymovém sloÏení kvasinek, byly realizovány metodami PAGE-SDS a ve spolupráci
s Laboratoﬁí funkãní genomiky a proteomiky PﬁF MU v Brnû metodou 2D elektroforézy.
Bílkoviny vybran˘ch kultur kvasinek byly izolovány z bunûk, které byly kultivovány za
stresov˘ch podmínek pomocí mechanické l˘zy sklenûn˘mi kuliãkami kombinované s pÛso-
bením chemick˘ch faktorÛ hydroxidu sodného nebo SDS. Jako úspû‰nûj‰í se jevila izola-
ce pomocí hydroxidu sodného. Pﬁi vizualizaci bílkovin byly vyzkou‰eny dvû metody bar-
vení polyakrylamidového gelu. První metoda pomocí Coomassie Brilliant Blue a druhá
za vyuÏití stﬁíbra. PﬁestoÏe barvením pomocí první metody bylo dosaÏeno uspokojiv˘ch
v˘sledkÛ, je metoda barvení polyakrylamidového gelu pomocí stﬁíbra mnohem citlivûj‰í
a umoÏÀuje vizualizaci podstatnû vy‰‰ího mnoÏství proteinov˘ch zón.
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• Zatímco 1D gely neposkytly zásadní rozdíly u kontrolních a stresov˘ch kultivací, u 2D gelÛ
detailnû hodnocen˘ch u kmene R. glutinis bylo moÏné pozorovat zv˘‰enou ãi sníÏenou
expresi ﬁady proteinÛ, která se li‰ila podle typu stresu i v závislosti na koncentraci streso-
vého faktoru. Stresové podmínky vyvolávají ﬁadu zmûn, pﬁiãemÏ obecnû zv˘‰ená expre-
se proteinÛ je metabolicky doprovázena zv˘‰enou produkcí karotenoidÛ i ergosterolu
(2 mM peroxid, 2% NaCl), zatímco spí‰e sníÏená exprese je spojena s poklesem produk-
ce pigmentÛ (5% naCl, 5 mM peroxid).
• Pﬁi anal˘ze chromozomální DNA vybran˘ch kvasinkov˘ch kmenÛ byla vyuÏita pulzní
gelová elektroforéza. Byla provedena optimalizace metody volbou rÛzn˘ch pulzních ãasÛ
a tím související doby celého experimentu. Pﬁi zvolení niÏ‰ích pulzních ãasÛ sice nedo-
cházelo k rozdûlení vût‰ích fragmentÛ molekul DNA, jednotlivé zóny byly ale lépe vidi-
telné. S vy‰‰ími pulzními ãasy naopak do‰lo k rozdûlení i vût‰ích molekul chromozomál-
ní DNA, ale jejich rozli‰ení bylo o dost hor‰í a v dÛsledku del‰í doby anal˘zy také hrozi-
lo vyplavení nízkomolekulárních fragmentÛ. Ve v‰ech kmenech bylo prozatím
identifikováno 7 hlavních frakcí DNA, jejichÏ distribuce je rodovû odli‰ná. Optimalizace








kb kilo páry bází
Mb mega páry bází
DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleová kyselina
EDTA chelaton 3 (ethylendiamintetraoctová kyselina)
H2O2 peroxid vodíku
HPLC vysokoúãinná kapalinová chromatografie
HSP heat-shock proteins
NaCl chlorid sodn˘
PAGE-SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pﬁítomnosti SDS
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Rhodotorula aurantiaca kontrolní vzorek
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Rhodotorula aurantiaca 5% NaCl
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Sporobolomyces roseus kontrolní vzorek
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